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Teilergebnisse  des  hier  beschriebenen  Forschungsprojekts  wurden  bereits  in  dem 




Rentsch.  „Modulation  of  Glutathione  Hemostasis  by  Inhibition  of  12/15‐Lipoxygenase 







Die Lebertransplantation nimmt eine  zentrale Rolle  in der Viszeralchirurgie  in Deutschland 
ein, da sie für eine mannigfaltige Anzahl an Lebererkrankungen,  insbesondere bei hochgra‐
dig eingeschränkter Leberfunktion, die einzig kurativ‐therapeutische Option darstellt  (1, 2). 
Bei 760 Lebertransplantationen, die  in Deutschland  im  Jahre 2017 mit postmortalen Spen‐
derorganen durchgeführt wurden, entspricht das zwar einem Anteil von lediglich 0,03% der 





Leberzirrhose und  ‐fibrose durchgeführt  (2, 6). Hierbei  stellte die alkoholische Leberkrank‐
heit  im Jahr 2017 die größte Gruppe  für eine Neuanmeldung zur Lebertransplantation dar, 
während sämtliche andere Ätiologien der Leberzirrhose kumuliert eine minimal kleinere Ko‐
horte bilden  (3)  (Abb. 1). Als dritthäufigste  Indikation  folgt dann die Gruppe der malignen, 
lebereigenen Tumore, allen voran das hepatozelluläre Karzinom (6). 
 






















valenz  an  Komorbiditäten  (5).  In  dem  Zeitraum  von  2002  bis  2016  ist  das  mediane 
Patientenalter auf der Warteliste zur Lebertransplantation um nahezu vier  Jahre gestiegen 
(9). Zudem führt der allgemeine Organmangel dazu, dass im Laufe der Zeit zunehmend ältere 






zahl  an  Komorbiditäten  zur  Transplantation  angeboten  und  akzeptiert wurden  (5,  6). Die 
gerade  in  Deutschland  spürbaren  Entwicklungen  der  eingeschränkten  quantitativen  und 
qualitativen Organselektion für eine Lebertransplantation ermutigen zur Erforschung weite‐
rer Möglichkeiten, die vorhandenen Spenderorgane noch besser zu schützen und schädliche 
Einflüsse auf die Transplantate  zu minimieren, um  somit  längeres Organ‐ und Empfänger‐
überleben zu ermöglichen.  
 











durch  ihre Nephrotoxizität  bis  zur Dialysepflichtigkeit,  Interaktionen mit  anderen Medika‐
menten, arterielle Hypertonie, sowie ihre Diabetogenität langfristig die Prognose nach einer 
Transplantation ein  (1, 10, 13). Weiterhin wird das Risiko neu entwickelter Tumore durch 
immunsuppressive  Therapien  signifikant  erhöht  und  ist  zu  30%  an  der  Langzeitmortalität 






tritt, wenn das hypoxische  Spendergewebe mit  sauerstoffreichem Blut des  Empfänger  re‐
perfundiert wird. Der hierbei entstehende Gewebeschaden kann die Prognose von Spender‐
organ und Empfänger nachhaltig beeinflussen (16‐19). Dies liegt nicht zuletzt daran, dass der 
Ischämie‐Reperfusionsschaden  nicht  nur  die  postoperative  Leberfunktion  beeinträchtigt, 
sondern auch in direktem Zusammenhang mit chronischer Transplantatabstoßung, primärer 







Wie  bereits  dargestellt,  stellt  der  hepatische  Ischämie‐Reperfusionsschaden  (IRI)  eine 
zentrale Komplikation der Lebertransplantation dar, die mit reduzierter Prognose von Spen‐
derorgan und Empfängerüberleben einhergeht (20, 21). Die Lebertransplantation  ist  jedoch 
nicht  das  einzige,  chirurgisch  relevante  Teilgebiet,  in  dem  der  IRI  eine  ausschlaggebende 
Rolle für die Prognose spielt. Auch ausgedehnte Leberresektionen und Lebertrauma können 
mit  hepatischen  IRI  einhergehen  (20,  24).  Sogar  der  hämorrhagische  und  hypovoläme 
Schock, sowie der septische Schock,  in dem septisch assoziierte Mikrozirkulationsstörungen 
zur  zellulären Minderperfusion  der  Leber  führen,  können  zu  IRI‐bedingtem  Leberschaden 
führen (25, 26). Somit  ist der  IRI zwar für die Transplantation charakteristisch,  jedoch nicht 
spezifisch.  




bem  auf  anaerobem  Stoffwechsel  führt  (20). Der  konsekutive Mangel  an ATP  stellt  einen 





mit der  Länge der  Ischämie erklärt  (30, 31). Der eigentliche  IRI entsteht  allerdings erst  in 
direkter Folge der Reperfusion und  ist auch durch diese bedingt  (31, 32). Der übermäßige 
Anfall  von  sauerstoff‐  und  nährstoffreichem  Blut  im  sauer‐  und  nährstoffarmen  Gewebe 








Rolle  (31). Die  verschiedenen  relevanten  Interaktionswege  sind  in  Abb.  4  dargestellt  und 
werden in den Folgekapiteln näher erläutert. 
 
Abb.  4:  Schematische  Darstellung  der  wichtigsten,  für  die  Ausbildung  des  hepatischen  Ischämie‐Reperfusionsschaden 
verantwortlichen  Signalketten.  EC:  Endothelzellen;  ROS:  reaktive  Sauerstoffspezies;  CAM:  Zelladhäsionsmoleküle;  PMN: 
polymorphonukleäre, neutrophile  Leukozyten;  TNF:  Tumornekrosefaktor;  IFN:  Interferone; GM‐CSF: Granulozytenmakro‐








finden  (36‐38).  Zu  den  wichtigsten  reaktiven  Sauerstoffspezies  im  IRI  zählen  das 
Superoxidanion‐Radikal  (•O2‐), Wasserstoffperoxid  (H2O2) und das Hydroxyl‐Radikal  (•OH), 
welche durch Reduktion und Oxidation  ineinander übergehen können  (39)  (Abb. 5). Sauer‐






in  einer  eisenabhängigen  Reaktion  zum  Hydroxyl‐Radikal  weiterverstoffwechselt  werden, 
welches durch Protonenaufnahme erneut ein Wassermolekül entstehen lässt (39). ROS wer‐
den allerdings im natürlichen Organismus nicht ausschließlich in Wasser umgewandelt, son‐






Wasserstoffperoxid  (H2O2) und Hydroxyl‐Radikal  (•OH), sowie deren Stoffwechselkaskade zu Wasser  (H2O). Aus R&D Sys‐
tem, 1997 (41). 




quelle  für ROS  im hepatischen  IRI dar. Weiterhin  führen die von den Kupffer‐Zellen ausge‐
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schütteten  proinflammatorischen  Mediatoren  zu  einem  Einstrom  von  neutrophilen  Gra‐




ren Folge zu einem vermehrten Anfall von ROS  führt  (30, 46, 47). Auch  intrazelluläre ROS‐
Quellen sind im Rahmen des IRI an der Ausbildung des oxidativen Stresses beteiligt. Hierbei 
sind  drei  intrazelluläre  Komponenten  von  zentraler  Bedeutung:  Die  Xanthinoxidase,  die 
NADPH‐Oxidase und das Mitochondrium (31). Während der Ischämie werden die schwinden‐
den  ATP‐Reserven  der  Zellen  zu  Hypoxanthin  umgebaut  (29,  48).  Fällt  im  Rahmen  der 
Reperfusion wieder Sauerstoff an, katalysiert Xanthinoxidase die Oxidierung zu Xanthin und 
Harnsäure,  wodurch  ROS  anfallen  (29,  48).  Im  Rahmen  der  Phagozytoseaktivität  der 


















Bildung  von  Superoxid‐Radikalen  in  den  Mitochondrien,  was  zur  Dysfunktion  der 
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mitochondrialen  Permeabilitätsporen  führt,  einem  Ausgangspunkt  verschiedener  Formen 
des  Zelltods  (vgl.  1.2.4)  (30). Weiterhin  haben  die  Kupffer‐Zellen  die  Eigenschaft,  in  der 








chenmolekülen  der  neutrophilen  Granulozyten  in  Bindung  gehen  können  (68,  69).  Diese 
vermitteln einerseits eine Endothelzelladhärenz von Neutrophilen, sowie nach Extravasation 
sekundär  auch  eine  Interaktion  zwischen Neutrophilen  und  Hepatozyten  (70,  71). Neben 




73).  Durch  diese  Adhärenz  an  die  jeweiligen  Zelltypen  werden  die 





















ten Zelltodmechanismen  zu Nekrose  führen, konnten verschiedene Arbeitsgruppen  in den 
vergangenen Jahren zeigen, dass andere Formen des Zelltods ebenfalls  im Rahmen der Re‐
perfusionsphase eintreten (30, 82, 83). Das Verständnis dafür, dass verschiedene Zelltodme‐






aktion  einhergeht  (95).  Den  klassischen  Ausgangspunkt  hierfür  stellt  dabei  der  zuvor 
beschriebene Mangel  an ATP  aus mitochondrialen Quellen  dar. Aufgrund  dieses  relativen 
ATP‐Mangels werden  Glycin‐empfindliche  Anionenkanäle  geöffnet, wodurch  es  zu  einem 
massiven    Einstrom  von  Anionen  und  Wasser  in  die  Zelle  kommt  (30,  84).  Die 
Plasmamembran kann dem durch die Zellschwellung verursachten,  intrazellulären Druck  in 
der weiteren Folge nicht mehr Stand halten und  rupturiert  im Bereich zuvor entstandener 
Membranausstülpungen  (85,  86).  Die  Barrierefunktion  der  Zellmembran  ist  somit 
aufgehoben  und  intrazelluläre  Inhalte  wie  Enzyme  können  austreten,  was  zu  einer 
inflammatorischen  Antwort  im  Extrazellularraum  führt  und  somit  die  umliegenden  Zellen 
affektiert, die wiederum selbst nekrotisch werden können (30, 87). 
1.2.4.2 Apoptose 
Im  Gegensatz  hierzu  ist  die  Apoptose  dadurch  gekennzeichnet,  dass  sie  zwar  zu  einer 
mitochondrialen  Schwellung  führt,  die  Zelle  selbst  jedoch  durch  verschiedene  Kaskaden 






Reihe  biochemischer  Kaskaden  charakterisiert  ist  (88,  89).  Prinzipiell  unterscheidet  man 
hierbei zwischen extrinsischer, also über extrazelluläre Signale vermittelte Apoptose, bei der 
verschiedene  Zelltodrezeptoren  in  der  Zellmembran  zu  einer  konsekutiven 
Caspasenaktivierung  führen,  und  intrinsischer  Apoptose,  bei  welcher  mitochondrial  auf 
intrazelluläre  Stresssignale  reagiert  wird  (90).  Klassische  Vertreter  von  proapototischen 
Proteinen, die auf extrazelluläre Stresssignale wie Strahlung, oxidativen Stress oder toxische 
Substanzen  reagieren,  sind  ERK  und  JNK,  die  wiederum  selbst  extrinsisch,  wie  auch 
intrinsisch Apoptose  vermitteln  können,  indem  sie  zuvor  von MAP‐Kinasen phosphoryliert 
und aktiviert wurden (90‐92).  
Eine besondere  Stellung  in der Apoptoseentwicklung während des hepatischen  IRI nimmt 
neben  teils unerforschten Kaskaden allen voran Tumornekrosefaktor Alpha  (TNF‐α) ein, da 
TNF‐α  nach  Bindung  an  den  entsprechenden  Zellrezeptor  unter  anderem  die 
proapoptotischen Proteine Caspase‐8 und in der weiteren Folge Caspase‐3 aktiviert (30, 93). 
In  Hepatozyten  führt  diese  Kaskade  zu  einer  intrinsischen  Apoptoseverstärkung  (94).  So 
führt die Caspase‐8‐Aktivierung zu einer vermehrten Produktion von löslichen Proteinen wie 
Cytochrom C oder AIF  im Zwischenmembranraum der Mitochondrien (95, 96). Andererseits 
führt  die  TNF‐α‐Kaskade  zu  einer  Öffnung  der  Poren  innerhalb  der  äußeren 
Mitochondrienmembran, was als mitochondriale Permeabilitätstransition (MPT) bezeichnet 
wird  (30).  Hierdurch  kommt  es  zu  einer  raschen  Depolarisation  und  Schwellung  der 
Mitochondrien,  wodurch  eine  Ruptur  der  mitochondrialen  Außenmembran  bedingt  wird 
(30). Das  nun  in  das  Zytoplasma  gelangte  Cytochrom  C  bildet mit AIF  und  ATP  einen  als 
Apoptosom bezeichneten Komplex, der über Zwischenschritte zur Aktivierung von Caspase‐3 




Die Unterscheidung  zwischen den beiden  genannten  Formen des  Zelltods  ist nicht  immer 
eindeutig, da gewisse Eigenschaften sowohl bei onkotischer Nekrose, als auch bei Apoptose 
anzutreffen sind  (90). So kann auch Apoptose zeitweise durch Neutrophilenmigration oder 
Ausschüttung  von  CXC  Chemokinen  eine  sonst  für Nekrose  typische  Entzündungsreaktion 
auslösen  (100‐102).  Andererseits  kann  auch  in  nekrotischen  Zellen  mitchondriales 
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Cytochrom C  freigesetzt werden  (103). Noch  relevanter  für den hepatischen  IRI  erscheint 
jedoch die Erkenntnis, dass beide Zelltodformen ineinander übergehen können, weshalb sich 
der  Begriff  der  Nekrapoptose  in  den  vergangenen  Jahren  etabliert  hat  (30,  104,  105). 
Ausgangspunkt  hierfür  stellt  die  zuvor  beschriebene MPT  dar. Während  der  Reperfusion 
steigt der zuvor ischämisch‐saure pH‐Wert und Calciumgehalt der Zelle wieder an, wodurch 
die MPT eingeleitet wird  (30, 106,  107). Durch den hierbei  stattfindenden Verbrauch  von 
ATP  wird  onkotische  Nekrose  begünstigt  (107).  Ist  in  der  Zelle  jedoch  ausreichend  ATP 
vorhanden,  kann  das  durch  Mitochondrienschwellung  freigesetzte  Cytochrom  C  ATP‐
abhängige Caspasekaskaden initiieren (95). Daher wird der intrazelluläre ATP‐Gehalt auch als 
„Schalter zwischen Apoptose und Nekrose“ beschrieben (30, 108, 109). So wurde postuliert, 
dass  die  Art  des  Zelluntergangs mit  der  Anzahl  der  von MPT  betroffenen Mitochondrien 
korreliert. Sind nur wenige Mitochondrien betroffen, können diese per Autophagie entfernt 
werden. Bei größerem Schaden wird primär die ATP‐abhängige Apoptose eingeleitet. Ist der 











molekularen  Signalketten  zu  subklassifizieren  (90).  Zudem  konnten  gänzlich  neue  Formen 
der Zelltodentwicklung beschrieben werden. Hierbei  ist vor allen Dingen die Ferroptose zu 
erwähnen, die vor wenigen Jahren erstbeschrieben wurde (110, 111).  Im Gegensatz zu den 




















antwortlich  sein  könnte  (30,  35,  53,  54,  116). Das  Zusammenspiel  von Glutathion‐Peroxi‐
dase‐4  (Gpx4) und 12/15‐Lipoxygenase  (12/15‐LOX) auf die membranständigen Fettsäuren, 
explizit auf den Arachidonsäurestoffwechsel,  scheint  in diesem Zusammenhang von hoher 













sind  (120,  122‐127).  Um  Eicosanoide  zu  synthetisieren  benötigt  der  Organismus  ein 
extrazelluläres Signal. Dieses führt dazu, dass ungesättigte Fettsäuren, die in Zellen stets als 
Phospholipide  in  der  Zellmembran  gespeichert  sind,  durch  die  intra‐  oder  extrazelluläre 
Phospholipase A2 als Arachidonsäure aus der Membran freigesetzt werden (120, 128, 129). 
Diese  wird  in  der  weiteren  Folge  unmittelbar  von  Monooxygenasen,  Lipoxygenasen, 














Eine  Klasse  dieser  Epoxide  sind  die  sogenannten  Hepoxiline,  die  aus  der  12S‐Hydroper‐
oxyeicosatetraensäure  (12S‐HpETE),  dem  Produkt  der  enzymatischen  Oxidierung  von 
Arachidonsäure  mit  12‐LOX,  gebildet  werden  können  (120).  Hepoxiline  können  den 
Calciumgehalt  im  Zytoplasma  einer  Zelle  durch  vermehrten  Ausstrom  aus  dem 
endoplasmatischen  Retikulum  erhöhen,  was  unter  anderem  für  endokrine 
Sekretionsvorgänge und Kontraktion glatter Muskelzellen von Relevanz ist (120). Die 15‐LOX, 
die unter anderem  in Retikulozyten, Kardiomyozyten und Endothelzellen zu finden  ist, wird 
im  Gegensatz  hierzu  über  proinflammatorische  Mechanismen  mit  Atherosklerose, 
Thromboseneigung  und  Glomerulonephritis  in  Verbindung  gebracht  (131‐134).  Die  8‐LOX 




Reaktion  derselbigen  mit  der  5‐LOX  entsteht  als  Primärprodukt  5S‐HpETE,  welche  nach 
nochmaliger Oxidierung durch 5‐LOX zu Leukotrien A4 (LTA4) und konsekutiv enzymatisch zu 
den weiteren Leukotrienen verstoffwechselt wird  (120). Leukotrien B4  (LTB4)  ist hierbei als 
zentraler,  unspezifischer  Entzündungsmediator  zu  nennen,  während  die  weiteren 





ben,  darunter  Retikulozyten,  eosinophilen  Granulozyten,  Epithelzellen,  Monozyten  und 
Makrophagen, detailliert beschrieben und können von T‐Helfer‐Zytokinen  induziert werden 
(140).  Zum  bisherigen  Forschungsstand  sind  12/15‐LOX  unter  anderem mit  inflammatori‐
schen  Erkrankungen, Diabetes,  Atherosklerose, Osteoporose, Hypertension  und  Tumorge‐
nese vergesellschaftet (140). Die 12/15‐LOX kann,  im Gegensatz zu 12‐LOX und 15‐LOX, so‐
wohl am zwölften, als auch am 15. Kohlenstoffatom der Arachidonsäure oxidieren und somit 






















Glutathion  ist ein  in der Leber  synthetisiertes, schwefelhaltiges Tripeptid, welches die drei 
Aminosäuren Glutaminsäure, Glycin und Cystein enthält,  in allen Zellen des Körpers anzu‐
treffen  ist und dessen antioxidative Wirkung  schon  länger bekannt  ist  (146‐149)  (Abb. 8). 















Ursini  im  Jahre  1982  erstbeschrieben  und  kommt  im  Zytosol,  den Mitochondrien  und  im 
Zellkern vor (141). Unter den bekannten Selenoproteinen ist die Gpx4 dasjenige, welches als 


















gruppe  konnte  2016  diese  Beobachtungen  dahingehend  bestätigen,  dass  eine  einge‐
schränkte Glutathionbiosynthese mit einer deutlich erhöhten oxidativen Stressantwort und 
damit einhergehend mit weit ausgeprägterem Leberzellschaden nach IRI vergesellschaftet ist 
























spezifische  Inhibition  von  12/15‐Lipoxygenase  eine  signifikante  Abnahme  untergehender 
Kardiomyozyten nach  Ischämie und Reperfusion  (119).  Im Umkehrschluss konnte mit Hilfe 




Baicalein  möglich  (169).  Baicalein  ist  ein  bioaktives  Flavonoid,  das  aus  der  Wurzel  der 
Scutellaria baicalensis gewonnen wird und beispielsweise in der Kräutermischung Sho‐saiko‐




chanismen  lange  Zeit  im Verborgenen  blieben  (172,  174‐176).  Es  konnte  gezeigt werden, 
dass  eine  Baicalein‐Therapie  den  oxidativen  Stress  in  Kardiomyozyten  nach  Hypoxie  und 















11 Aminosäuren besteht und als Calcineurininhibitor  fungiert  (183‐185)  (Abb. 11). Als  sol‐




die Zytokine  Interleukin‐2  (IL‐2),  IL‐3 und  Interferon‐γ, sowie das T‐Zell‐Wachstum nachge‐
wiesen (183, 186). 



































ausgearbeitet werden.  So  konnte  nachgewiesen werden,  dass  Calcineurin‐Inhibiton  durch 
Tacrolimus  die  durch  hepatischen  IRI  verursachten Myokardschäden  und mitochondrialen 











bitor‐Therapien  für  den  positiven  Effekt  auf  postischämisch  geschädigte  Lebern  diskutiert 
(209, 213‐215). In Lebertransplantationsexperimenten bei Ratten konnte ferner gezeigt wer‐
den, dass Lebern, die unmittelbar vor der Transplantation mit Tacrolimus gespült wurden, 
ebenfalls  deutlich  weniger  IRI  aufwiesen  als  die  Kontrollgruppe  (216).  In  diesen 








der  großen,  resezierenden  Leberchirurgie,  nimmt  das  Erforschen  relevanter  Faktoren,  die 
das Organ‐ und Patientenüberleben beeinträchtigen können, eine zentrale Rolle in der aktu‐
ellen,  chirurgischen  Forschung  ein.  Der  hepatische  Ischämie‐Reperfusionsschaden  stellt 
hierbei  eine  zentrale, wenngleich  unvermeidliche  Komplikation  dar,  die  es  in  diesem  Zu‐
sammenhang  besser  zu  verstehen  gilt,  um  zukünftig weitere  potentielle  Therapieansätze 
erarbeiten  und  nutzen  zu  können.  Die  Glutathion‐Peroxidase‐4‐abhängige  Signalkaskade, 
deren  Relevanz  bereits  in  diversen  extrahepatischen  Systemen  nachgewiesen  werden 
konnte,  könnte  in  diesem  Zusammenhang  als  vielversprechender  Ansatz  dienen.  Ferner 











‐ Lässt  sich ein potentiell protektiver  Effekt der 12/15‐Lipoxygenase‐Inhibition durch 
die Modulation des Glutathionmetabolismus erklären? 
‐ Kann somit eine Relevanz des Glutathionmetabolismus, vornehmlich der Glutathion‐
Peroxidase‐4,  in  der  Entstehung  des  hepatischen  Ischämie‐Reperfusionsschadens 
postuliert werden? 























US‐amerikanischen  Firma  „Charles  River  Laboratories,  Research  Models  and  Services, 






























Tab.  1:  Tabellarische Darstellung  der  für  den  operativen  Teil  und  die  Probenasservation  des  Tierversuchs  verwendeten 
Reagenzien mitsamt Herstellerangaben. 












































ganismus  des  Versuchstieres  zu  gewährleisten.  Entsprechend  der  Herstellerangaben  von 
Baicalein  werden  Dimethylsulfoxid  (DMSO;  Abb.  12)  und  Aceton  als  Lösungsmittel  für 
Baicalein empfohlen (181). Darüber hinaus stellen diverse Alkohole ebenfalls etablierte und 
gut untersuchte Lösungsmittel  für Baicalein dar  (220). Hierbei  ist  jedoch zu beachten, dass 
die  intraperitoneale  Applikation  von  Alkohol  selbst mit  einer  verminderten  Gpx‐Aktivität 
korreliert und somit zu vermehrtem oxidativen Schaden führen kann (221). Da Alkohole so‐


























Im  Rahmen  der Narkosevorbereitung wurde  auf  ein  keimarmes Operationsumfeld,  sowie 
einen  stressfreien  Transport der Versuchstiere  zur  endgültigen Operationsstätte  geachtet. 
Der  Operationstisch wurde mit  Hilfe  der  unterliegenden Wärmeplatte  konstant  auf  37°C 
erwärmt. Die Anästhesie  im durchgeführten  Tierversuch wurde mit einer  für Mausexperi‐






















mischen  Parameter  (vgl.  3.3.1).  Hierzu  erfolgte  die  Positionierung  des  Versuchstieres  in 








seziert  wurde    (Abb.  13).  Somit  konnten  der  M.  sternocleidomastoideus  und  der  M. 
omohyoideus  im nächsten Schritt ebenfalls  jeweils ansatz‐ und ursprungsnah elektrokoagu‐
liert  und  durchtrennt werden.  Durch  dieses Manöver  kam  die  Arteria  carotis  communis 
(ACC) dextra über eine weite Strecke gut zum Vorschein und konnte stumpf vom umliegen‐
den  lymphatischen Gewebe unter Schonung des Nervus vagus  freipräpariert werden  (Abb. 
14). 
 
Abb.  14:  Fotographische Darstellung  verschiedener mikrochirurgischer  Schritte  zur  Realisierung  der  anästhesiologischen 






















chung  und  gegebenenfalls  vollzogener  medikamentöser  Vorbehandlung  (vgl.  Kapitel  3.5) 
konnte  zunächst eine oberflächliche Medianlaparotomie mit der  chirurgischen  Schere  von 
der Symphysis pubica bis zum Sternum durchgeführt werden. Hierbei wurde darauf geach‐
tet,  dass  zunächst  lediglich  die  Haut  eröffnet  wurde.  Daraufhin  erfolgte  die  mediane 
Längseröffnung  von Abdominalfaszie und Peritoneum unter penibler  Schonung  intraabdo‐
minell  befindlicher  Organe  und  Gefäßstrukturen.  Nun  wurde  der  Großteil  des  mobilen 
Darmpakets des Versuchstieres mit Hilfe von Wattestäbchen nach ex situ, lateral der linken 








auszuschließen,  dass  die  zuvor  intraperitoneal  zu  applizierende  Medikation  unwillkürlich 
intraluminal verabreicht wurde. 
Die Leber der Maus ist in drei Lappen und insgesamt sechs Segmente unterteilt. Diese wer‐
den  in der Mausanatomie  im Uhrzeigersinn als rechtes posteriores Segment  (RPS), rechtes 






Nach der vorbeschriebenen Exposition der  Leber wurde  zur besseren Mobilisation der  Le‐
berlappen,  in welchen ein  Ischämie‐Reperfusionsschaden  induziert werden sollte, zunächst 
das Ligamentum  falciforme bis auf die Ebene der suprahepatischen Vena cava  inferior mit 
der Mikroschere  scharf durchtrennt.  In der weiteren  Folge erfolgte die  scharfe Dissektion 
der membranös‐ligamentären Strukturen zwischen LPS und dem Zwerchfell, sowie zwischen 
LPS  und OS  (Abb.  16B).   Darüber  hinaus wurde  die Membran,  die  zwischen  LAS  und  LPS 
einerseits  und  Leberhilus  und  Gastroduodenaltrakt  andererseits  verläuft,  ebenfalls  scharf 
durchtrennt. Dies hatte zur Folge, dass sich nun RAS, LAS und LPS komplett mobil präsentier‐
ten und  lediglich über  ihren gemeinsamen, zum Leberhilus ziehenden Pedikel  fixiert waren 
(Abb. 16C). Dieser  gemeinsame Pedikel,  in welchem die  jeweilig  versorgenden Pfortader‐, 
Leberarterien‐  und  Gallengangsäste  der  genannten  Lebersegmente  verlaufen,  wurde  im 






men provisorisch  verschlossen wurde, um eine  adäquate, peritoneale  Flüssigkeitssubstitu‐




























































Induktion  eines  postischämischen  Leberschadens  durchgeführt. Hierzu  erfolgten Narkose‐
vorbereitung,  Narkosedurchführung  und  intraarterielle  hämodynamische  Überwachung 
analog zur Experimentalgruppe. Ebenfalls wurde die vorbeschriebene Operation bis zur Prä‐




reich  der  hilären  Strukturen  oder  des  Leberpedikels  durchgeführt. Das Darmpaket wurde 
nun  nach  intraabdominell  replatziert  und  für  eine  ausreichende  intraperitoneale  Flüssig‐
keitszufuhr mit warmer Kochsalzlösung gesorgt. Auch in der scheinoperierten Gruppe wurde 
ein  provisorischer  Abdominalverschluss mit  einer  Klemme  vollzogen. Um  eine  zur  Experi‐



















und  LPS  von  ligamentären  Strukturen war  lediglich  die Durchtrennung  des  gemeinsamen 
Pedikels mit der Mikroschere von Nöten, um die Lebersegmente von den hilären Strukturen 
























problemlose,  fortwährende  Überwachung  der  Narkosetiefe, welche  gegebenenfalls medi‐
kamentös angepasst werden konnte, gewährleistet werden (vgl. 3.2.2). 
3.3.2 TUNEL‐Assay 







































Um  das  Ausmaß  des  durch  den  hepatischen  Ischämie‐Reperfusionsschaden  verursachten 
Zelltod ermitteln zu können, wurde die quantitative Ermittlung des Zelltodanteils im hepati‐
schen Gewebe mittels  TUNEL‐Assay  durchgeführt.  TUNEL  stellt  hierbei  die  Abkürzung  für 

















Zellkerne  aus  sämtlichen  Proteinverbindungen  zu  ermöglichen  und  somit  die  freien DNA‐




gen Mounting Medium möglich.  Als  Positivkontrolle wurde  Lebergewebe  verwendet,  bei 
welchem zuvor sämtliche DNA mit Hilfe von DNAse  I gespalten wurde und somit  in  jedem 
Zellkern ein TUNEL‐positives  Signal erzeugt wurde  (Abb. 17A). Die Negativkontrolle  stellte 











DNA  detektiert  (256,  257).  Somit  konnte  eine  gleichmäßige  Färbekontrolle  der  Gewebe‐
schnitte  gewährleistet  werden  (Abb.  17C),  welche  durch  das  Computerprogramm  des 
Fluoreszenzmikroskops mit der Fluorescin‐Detektion kombiniert werden konnte (Abb. 17D). 













lenlänge  von  515nm;  Keine  fluoreszenzmarkierten  Zellen  sind  nachweisbar.  C:  Färbekontrolle  mit  DAPI  bei  einer 
Exzitationswellenlänge von 360nm, sowie einer Detektionswellenlänge von 460nm; Sämtliche Zellkerne sind blau  fluores‐
zenzmarkiert.  D:  Übereinander  gelegte  Aufnahme  desselben  Gewebeschnitts  der  DAPI‐Färbekontrolle  und  des  TUNEL‐
Assays mit Fluorescin; Sämtliche Zellkerne sind blau fluoreszenzmarkiert, abgestorbene Zellen grün. 











tenen  Proteine  zu  verhindern  (262).  Nach  Inkubation,  Ultraschall‐Homogenisation  und 
Zentrifugation bei 20.000 x g konnte das fertige Lysat abpipettiert und bis zur weiteren Ver‐
arbeitung bei ‐80°C gelagert werden. 






















Untersuchung  jedoch essentiell  ist  (263), erfolgte  im weiteren Schritt eine Proteinmengen‐
bestimmung der einzelnen Lysate. Hierzu wurden die Probenlysate einem Bicinchoninsäure‐
Assay  (BCA)  unterzogen,  der  es  sich  zu Nutze macht,  dass  Proteine  in  alkalischem Milieu 













































263,  267,  268). Hierzu mussten  zunächst  die  Proteine  per Gelelektrophorese  in  ein  Poly‐
acrylamid‐Gel eingebracht und entsprechend  ihrer Größe aufgetrennt werden.  In dem hier 








































erneut ein elektrisches  Spannungsfeld  zwischen Gel und der Polyvinylidenfluorid  (PVDF) – 
Membran erzeugt, auf welche die Proteine übertragen werden sollten. Die durch SDS nega‐

















und Chemilumineszenz  (263,  267). Nach Blockierung der Membran mit  5%‐igem bovinem 
Serumalbumin  (BSA)  erfolgte  die  Inkubation mit  dem  im  Blockierungspuffer  gelösten  pri‐
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von  Chemilumineszenzlösungen  dargestellt  werden  (267)  (Abb.  18).  Das  durch 







In  Kooperation mit  dem  Institut  für  Laboratoriumsmedizin  des  Klinikums  der  Universität 
München wurde das gewonnene Serum  (vgl. 3.2.4) hinsichtlich des Gehalts verschiedener 
laborchemischer  Parameter mit Hilfe  standardisierter Verfahren  bestimmt. Maschinell  ge‐
stützt konnte so der Gehalt des Nierenretentionsparameters Kreatinin, des Cholestasepara‐
meters Gesamt‐Bilirubin, des Lebersyntheseparameters Cholinesterase (ChE), sowie der Pa‐
rameter  der  Leberzellschädigung  Aspartat‐Aminotransferase  (GOT),  Alanin‐
Aminotransferase  (GPT)  und  Glutamatdehydrogenase  (GLDH)  im  Serum  nachgewiesen 
werden.  Dies  gelang  durch  die  photometrischen  Eigenschaften  des  Laboranalysegeräts 
























hende  Thiocholin wiederum  kann  gelbes  Kaliumhexacyanoferrat(III)  zu  farblosem  Kalium‐













NAD+  (278). Das Pyruvat  selbst  stammte aus der von GPT katalysierten Verstoffwechslung 
















Zunächst  erfolgte  die  Bestimmung  des  Gesamt‐Glutathiongehalts  im  Lebergewebe  ent‐































und RAS  (vgl. 3.2.4) unter  stetiger Kühlung mit  flüssigem  Stickstoff mit einem Micropistill 
gemörsert werden. Das nun pulverisierte Lebergewebe wurde mit Perchlorsäure gelöst und 
in der weiteren Folge bei 5000  x g  zentrifugiert,  so dass der proteinfreie Überstand abpi‐
pettiert,  in  Phosphat‐Puffer  verdünnt  und  als  Probenmaterial  weiterverwendet  werden 
konnte. Der Probenansatz des Tietze‐Tests wurde  in der hier beschriebenen Versuchsreihe 
durch  die Mischung  von  Phosphat‐Puffer,  Probenmaterial, NADPH, DTNB  und Glutathion‐
reduktase gestartet. 
Der  kinetische  Test nach  Tietze macht  sich das  in  Formel 1 dargestellte Prinzip  zu Nutze. 
Zwei GSH‐Moleküle werden von DTNB zu GSSG oxidiert, wobei zwei TNB‐Moleküle entste‐
hen. Während  sich DTNB  farblos  verhält,  stellt TNB  in  Lösung einen  gelben  Farbstoff dar, 








ersten  Reaktion  dar, wodurch  sich  ein  konstanter  Reaktionskreislauf  und  eine  konstante 
TNB‐Bildungsgeschwindigkeit ergeben. Diese wurde als Extinktionsdifferenz erfasst, aus wel‐
cher sich die Gesamtglutathion‐Konzentration errechnen ließ (280).  
2 GSH + DTNB       GSSG + 2 TNB 
GSSG + NADPH + H+      2 GSH + NADP+ 
Formel 1: Schematische Reaktionsgleichungen der  für den kinetischen Test nach Tietze  relevanten  chemischen Formeln. 


























GSSG‐Konzentration  errechnen.  Da  die  Gesamt‐Glutathionkonzentration  der  Summe  der 
Konzentration von GSH und GSSG entspricht, errechnete sich die GSH‐Konzentration durch 
Subtraktion der GSSG‐Konzentration von der Gesamt‐Glutathionkonzentration (Formel 2). 















In  den  hier  beschriebenen  Experimenten wurde  der  ungepaarte  t‐Test  durchgeführt  und 
kam  zum  Einsatz, wenn  die Mittelwerte  von  exakt  zwei Gruppen miteinander  verglichen 
wurden. Wurden mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen, wurde das etablierte Test‐




ten,  und  nach  Šidák, wenn  lediglich Mittelwerte  von  Subgruppen miteinander  verglichen 
wurden, nachgetestet (285‐288). 
Wurde  eine Proportion oder Differenz  von  zwei Gruppenmittelwerten mit der Proportion 
oder Differenz von zwei gepaarten, anderen Gruppenmittelwerten verglichen, so wurden die 
jeweilige Standardabweichung und der Standardfehler des Mittelwerts der Differenz manu‐


















Computational  Instrumentation  (LOCI)“ der University of Wisconsin‐Madison  (USA) vertrie‐
ben wird  (291). Das Programm ermöglicht vielfältige Einsatzmöglichkeiten  zur Bearbeitung 
und Auswertung wissenschaftlich erfasster Bilder,  insbesondere  von mikroskopischen Auf‐















mit dem Programm  „ImageJ“. A: Eine  fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Gewebeschnittes  in 10x Vergrößerung 
nach TUNEL‐Assay wird mit dem Programm geöffnet. B: Helligkeit (Brightness) wird reduziert und der Kontrast (Contrast) so 











tern  Blot‐Ergebnisse.  Die  dargestellten  Proteinbanden  konnten  nach  Einscannen  der  auf 
Röntgenfilm  projezierten  Western  Blots  einer  automatisierten,  optischen  Dichtemessung 
unterzogen werden, deren Arbeitsschritte in Abb. 20 dargestellt sind. Die hierbei erhaltenen 




























Sowohl  in  Proteinmengenbestimmung  mittels  BCA‐Assay  (vgl.  3.3.3),  als  auch  in  der 
laborchemischen  Serumanalyse  (vgl.  3.3.4),  sowie  für  den  Nachweis  der 
Glutathionkonzentration  im Lebergewebe (vgl. 3.3.5) wurde die Technik der Spektralphoto‐
metrie angewandt. Die Photometrie ermöglicht als etabliertes Verfahren der Laboranalytik 
die  Bestimmung  der  Konzentration  von  gelösten  Substanzen  in  einer  Lösung  durch 
Lichtabsorption, wenn  die  zu  untersuchenden  Substanzen  farbige  Eigenschaften  besitzen 





















des  hepatischen  Ischämie‐Reperfusionsschadens  durchgeführt wurde,  schematisch  aufge‐
zeichnet. Für  jede der hier gezeigten  Interventionsgruppen wurde eine Kontrollgruppe mit 



































Zuletzt  wurde  zudem  eine  Versuchsgruppe  untersucht,  die  die  Vorbehandlung  von 
Tacrolimus und Baicalein kombinierte. Wie  in den  jeweiligen Einzelgruppen erfolgte hierbei 

















handelten  Tiere  nach  Induktion  des  Ischämie‐Reperfusionsschadens  verglichen.  Hierbei 
konnte gezeigt werden, dass die Versuchstiere beider Gruppen bei nahezu identischem Aus‐
gangsmitteldruck zum Zeitpunkt der Kanülierung (Sham: 100,7 mmHg vs.  IRI: 103,7 mmHg) 
jeweils  im  Verlaufe  des  Experimentes  einem  kontinuierlichen  Blutdruckabfall  unterlagen 
(Abb. 26). Während der Blutdruck  zum Ende des Experimentes  in der Versuchsgruppe der 
Sham‐operierten Tiere nur  leicht auf einen Wert von 82,0 mmHg absank, wiesen die Ver‐
suchstiere  nach  Ischämie  und  Reperfusion  einen  deutlich  niedrigeren  Endmitteldruck  von 
60,3 mmHg auf. Dieser Unterschied von 21,7 mmHg der  zuletzt gemessenen Mitteldrücke 
war mit einem p‐Wert von 0,0294 signifikant. 
Weiterhin war  festzustellen,  dass  die  Versuchstiere,  bei welchen  ein  IRI  induziert wurde, 
einen  kurzfristigen,  signifikanten  Blutdruckabfall  um  durchschnittlich  18,0 mmHg  in  dem 
Zeitraum von fünf bis acht Minuten nach Reperfusion erlitten (p = 0,0226). Dieser zeigte sich 
im Verlauf der folgenden zehn Minuten fast vollständig reversibel. Da bei den Blutdruckkur‐
ven  der  Sham‐operierten  Tiere  keine  solch  evidenten Mitteldruckabfälle  in  Ermangelung 
einer Reperfusionsphase  festzustellen war, konnte auch hier eine deutlich signifikante Kur‐
vendifferenz  (p<0,001)  errechnet  werden.  Ab  dem  Zeitpunkt  der  Ischämieinduktion  er‐
scheint der Mitteldruck der  IRI‐Gruppe durchschnittlich deutlich niedriger  im Vergleich zur 






(schwarze  Kurve,  Sham Operation)  und mit  IRI‐Induktion  (blaue  Kurve,  IRI)  im Verlauf  des  Experiments. Die  Zeitpunkte 
Ischämie und Reperfusion sind nur für die IRI‐Versuchsgruppe relevant. Statistik (Šidák‐Test): *** entspricht einem p‐Wert < 



















Abb.  27:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen  exemplarisch  ausgewählter  Lebergewebeschnitte  nach  Scheinoperation 




der  IRI‐Gruppe  in  den  betroffenen  Leberarealen  ein  Zelltodanteil  von  13,0%  ±  3,4% 
gemessen werden. Hierbei war  festzustellen,  dass  nach  IRI  der  Anteil  an  toten  Zellen  im 
Lebergewebe  um  12,6%  absolut  höher  war  als  in  der  scheinoperierten  Gruppe,  was 










Mit Hilfe  von Western Blot‐Analysen wurden die Proteinmengen  verschiedener,  zuvor ge‐









gesamten ERK1/2‐Gehalts  im Gewebe errechnet werden  (Abb. 29). Hierbei konnte  festge‐
stellt werden,  dass  die  ERK1/2‐Aktivität  durch  stattgehabte  Ischämie  und  Reperfusion  im 

















































ken, Sham Operation) und nach  IRI  im Gewebe  (blauer Balken,  IRI). Statistik  (t‐Test): *** entspricht einem p‐Wert von < 
0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittel‐








auf  0,66  ±  0,18  in  den  postischämischen  Leberlappen  gemessen werden.  Dies  entsprach 
einer Erhöhung der Enzymaktivität um das 7,1‐fache.  
 
Abb.  32:  Links: Graphische Darstellung des Aktivitätsquotienten  aus  aktivierter,  gespaltener PARP und Gesamt‐PARP  im 
explantierten  Lebergewebe  nach  Proteinanalyse  mittels  Western  Blot  in  den  Versuchsgruppen  nach  Scheinoperation 
Caspase-3 
GAPDH 
Sham Operation IRI 
t-PARP 
c-PARP 
Sham Operation IRI 
 67 
 
(schwarzer Balken,  Sham Operation) und nach  Ischämie und Reperfusion  im untersuchten Gewebe  (blauer Balken,  IRI). 
Statistik (t‐Test): * entspricht einem p‐Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den 





Die  aus  den  Serumanalysen  gewonnen  Ergebnisse  sollten  dem  Zwecke  dienen,  einerseits 





perfusion  (IRI)  im Serum,  jeweils ohne medikamentöse Vorbehandlung. Die relative Differenz nach  Induktion eines  Ischä‐
mie‐Reperfusionsschaden zur Scheinoperation  ist als parameterspezifischer Steigerungsfaktor angegeben. Statistik (t‐Test; 




tion,  Leberzellschädigung,  Leberexkretion  und  Lebersynthese  nach  Scheinoperation  und 
nach Ischämie und Reperfusion erhoben, sowie im Folgenden parameterspezifisch miteinan‐
der  verglichen.  Die  relativen  Differenzen  zwischen  den  beiden  Versuchsgruppen  wurden 
konsekutiv für  jeden untersuchten Blutwert als parameterspezifischer Steigerungsfaktor er‐
rechnet, um somit eine Vergleichbarkeit des Einflusses der Induktion eines Ischämie‐Reper‐
fusionsschadens  zwischen  den  jeweiligen  Blutwerten  zu  erzeugen. Hierbei  konnte  festge‐
stellt werden, dass die Konzentrationen von Kreatinin und Bilirubin, sowie die Volumenakti‐
vität  der  Cholinesterase  nach  postischämischer  Schädigung  der  Leber  keine  signifikanten 







Kreatinin (mg/dl)  0,8 ± 0  0,8 ± 0  0% ± 0% 
Bilirubin (mg/dl)  0,9 ± 0,1  1,1 ± 0,2  +20,0% ± 8,1% 
GOT (U/l)  152,0 ± 34,3  794,0 ± 213,9  +422,4% ± 40,4% (*) 
GPT (U/l)  121,0 ± 26,5  928,9 ± 316,9  +667,7% ± 78,9% (**) 
GLDH (U/l)  14,5 ± 3,9  131,3 ± 25,7  +805,5% ± 56,7% (*) 
ChE (kU/l)  2,9 ± 0,1  2,9 ± 0,1  +0,9% ± 1,3% 
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hierzu war  die  Steigerung  der  Volumenaktivität  der  Aspartat‐Aminotransferase  (GOT)  um 
422,4% ± 40,4% (p = 0,0423) und der Alanin‐Aminotransferase (GPT) um +667,7% ± 78,9% (p 
=  0,0041)  nach  IRI‐Induktion  ebenso  signifikant wie  der  Steigerungsfaktor  von  +805,5%  ± 
56,7% (p = 0,0200) für die Volumenaktivität der Glutamatdehydrogenase (GLDH). 
  
Abb.  33:  Links:  Graphische,  logarithmische  Darstellung  der  Konzentrationen  (für  Kreatinin  und  Bilirubin)  und 
Volumenaktivitäten (für GOT, GPT, GLDH & ChE)  laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation (schwarzer 
Balken, Sham Operation) und nach Ischämie und Reperfusion (blauer Balken, IRI)  im Serum,  jeweils ohne medikamentöse 
Vorbehandlung.  Die  parameterspezifischen  Einheiten  sind  in  der  X‐Achsen‐Beschriftung  angegeben.  Rechts: Graphische 
Darstellung  der  parameterspezifischen  Steigerungsfaktoren  der  jeweiligen  laborchemisch  untersuchten  Serumparameter 
nach Ischämie und Reperfusion im Vergleich zur Scheinoperation, jeweils ohne Vorbehandlung. Statistik (t‐Test; Šidák‐Test): 
*** entspricht einem p‐Wert von < 0,001; ** entspricht einem p‐Wert < 0,01; * entspricht einem p‐Wert < 0,05. Signifi‐












Im weiteren Verlauf  erfolgte  die Auswertung  des  intrazellulären Glutathionmetabolismus. 
Hierbei sollte der Fragestellung nachgegangen werden, ob die Induktion eines Ischämie‐Re‐
perfusionsschadens  im  hepatischen  Gewebe  eine  Auswirkung  auf  die  Aktivierung  von 
Glutathion‐Peroxidasen hat und  sich  somit  indirekte Aussagen über die Aktivität der Gpx4 








GSH und oxidiertem GSSG nach Scheinoperation  (Sham Operation) und nach  Ischämie und Reperfusion  (IRI)  im Leberge‐
webe,  jeweils ohne medikamentöse Vorbehandlung,  in µmol/g. Das Verhältnis von GSSG zu GSH  ist als versuchsgruppen‐
spezifischer Aktivitätsquotient der Glutathionoxidierung angegeben. 
Hierbei zeigte sich, dass sich der errechnete Aktivitätsquotient der Glutathionoxidierung aus 
oxidiertem GSSG  und  reduziertem GSH  nach  IRI‐Induktion  nicht  relevant  von  jenem  nach 
Scheinoperation  unterschied  (Abb.  34).  Während  der  Aktivitätsquotient  der  Glutathion‐











Sham Operation  6,89 ± 1,44  32,45 ± 12,65  5,19 ± 1,77 














der  unbehandelten  Gruppe.  Im  weiteren  Verlauf  glichen  sich  die  Druckverläufe  wieder 
einander  an. Bei  Induktion  eines  hepatischen  IRI war  ein  ähnliches Blutdruckverhalten  zu 








Abb.  35:  Graphische  Darstellung  der  Blutdruckkurven  der  Versuchsgruppen  mit  Scheinoperation  (links)  ohne  Vorbe‐
handlung (schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit Baicalein‐Vorbehandlung (magenta Kurve, Sham Baicalein), 
sowie mit  IRI‐Induktion  (rechts)  ohne  Vorbehandlung  (blaue  Kurve,  IRI  ohne  Vorbehandlung)  und mit  Baicalein‐Vorbe‐






der Herzfrequenz  im  Experimentverlauf  gemessen werden  (Abb.  36). Diese  fiel mit  einer 
Pulsreduktion um durchschnittlich 163,4 Schläge pro Minute weitaus deutlicher aus als ohne 










Abb.  36: Graphische Darstellung  der  Pulskurven  der  Versuchsgruppen mit  Scheinoperation  (links)  ohne  Vorbehandlung 
(schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit Baicalein‐Vorbehandlung (magenta Kurve, Sham Baicalein), sowie mit 
IRI‐Induktion  (rechts) ohne Vorbehandlung  (blaue Kurve,  IRI ohne Vorbehandlung) und mit Baicalein‐Vorbehandlung  (vio‐
lette Kurve,  IRI Baicalein)  im Verlauf des Experiments. Statistik  (Šidák‐Test): *** entspricht einem p‐Wert < 0,001; * ent‐
spricht  einem  p‐Wert  <  0,05.  Signifikanzhinweise  beziehen  sich  auf Unterschiede  zwischen  den  Kurven  zum  jeweiligen 
Zeitpunkt. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. 
4.2.2 Zelltod 
Die  Baicalein‐Vorbehandlung  und  deren  Auswirkungen  auf  Zelltod wurden  im  Folgenden 
untersucht. Hierbei wurden erneut zunächst die scheinoperierte Versuchsgruppe ohne Vor‐
behandlung mit jener nach Baicalein‐Gabe (Abb. 37 links) verglichen. In der Folge wurden die 
















dies  einer Reduktion um  absolut  8,4%  ±  2,3%  apoptotischer  Zellen.  Somit  verringerte die 





calein‐Vorbehandlung  (magenta Balken, Sham Baicalein), sowie nach  Ischämie und Reperfusion  (rechts)  im untersuchten 
Gewebe ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Baicalein‐Vorbehandlung (violetter Balken, IRI Baicalein). Statis‐


















im explantierten  Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot  in den Versuchsgruppen nach  Scheinoperation 
ohne  Vorbehandlung  (schwarzer  Balken,  Sham  Operation)  und  nach  Baicalein‐Vorbehandlung  (magenta  Balken,  Sham 




Auch  in der  IRI‐Gruppe konnte eine  leichte, ebenfalls  insignifikante Aktivitätsreduktion von 













Western‐Blot‐Proteinbanden  aktivierter,  phosphorylierter  ERK1/2  (oben,  p‐ERK)  und  Gesamt‐ERK  (unten,  t‐ERK)  nach 














IRI IRI Baicalein 
p-JNK 
t-JNK 





zwischen  den markierten  Balken.  Der  Standardfehler  des Mittelwerts  ist  angegeben.  Rechts:  Aufnahmen  exemplarisch 
ausgewählter  Western‐Blot‐Proteinbanden  aktivierter,  phosphorylierter  SAPK/JNK  (oben,  p‐JNK)  und  Gesamt‐SAPK/JNK 





























im explantierten  Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot  in den Versuchsgruppen nach  Scheinoperation 
ohne  Vorbehandlung  (schwarzer  Balken,  Sham  Operation)  und  nach  Baicalein‐Vorbehandlung  (magenta  Balken,  Sham 
Baicalein). Der  Standardfehler  des Mittelwerts  ist  angegeben.  Rechts:  Aufnahmen  exemplarisch  ausgewählter Western‐
Blot‐Proteinbanden aktivierter Caspase‐3 (oben, Caspase‐3) und deren Ladekontrolle (unten, GAPDH) nach Scheinoperation 




pen  im  Vergleich  zur  unbehandelten  Gruppe  (p  <  0,001)  (Abb.  44).  Während  der 






Balken,  IRI Baicalein).  Statistik  (t‐Test): *** entspricht einem p‐Wert  von < 0,001.  Signifikanzhinweise beziehen  sich  auf 




Sham Operation Sham Baicalein 
Caspase-3 
GAPDH 
IRI IRI Baicalein 
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tätsprofil  der  PARP  erbrachte mit  einer  Aktivitätsabnahme  um  7,8%  keinen  signifikanten 
Unterschied  (p  =  0,5686)  (Abb.  45). Der Quotient  aus  aktiver,  gespaltener  PARP  und  der 
gesamten  PARP‐Proteinmasse  unterschied  sich mit  0,082  ±  0,008  bei  den  unbehandelten 
Tieren und 0,075 ± 0,007 bei Baicalein‐Vorbehandlung nur unwesentlich. 
 


















Abb.  46:  Links: Graphische Darstellung des Aktivitätsquotienten  aus  aktivierter,  gespaltener PARP und Gesamt‐PARP  im 
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischämie und Reperfu‐
sion  im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung  (blauer Balken,  IRI) und nach Baicalein‐Vorbehandlung  (violetter Bal‐







endogene  Effekt  einer  Baicalein‐Vorbehandlung  auf  das  Versuchstier  und  deren  Auswir‐
kungen auf die Blutwerte nach Scheinoperation untersucht (Tab. 10). Da die hieraus resultie‐
renden  Enzymaktivitätssteigerungen  auf  die  alleinige  Medikamentengabe  zurückzuführen 
waren, wurden  sie  im weiteren Verlauf  als  toxischer  Faktor  des  entsprechenden Medika‐























perfusion  (IRI)  im  Serum,  jeweils  ohne medikamentöse  Vorbehandlung  und  nach  Baicalein‐Vorbehandlung. Die  relative 
Differenz nach Baicalein‐Vorbehandlung zu keiner Vorbehandlung ist als parameterspezifischer toxischer Faktor angegeben, 
jeweils pro Versuchsgruppe. Die relative Differenz nach Induktion eines Ischämie‐Reperfusionsschaden und nach Baicalein‐
Vorbehandlung  zur  Scheinoperation  nach  Baicalein‐Vorbehandlung  ist  als  parameterspezifischer  Steigerungsfaktor  von 
Baicalein angegeben. Statistik (t‐Test; Šidák‐Test): *** entspricht einem p‐Wert < 0,001; * entspricht einem p‐Wert < 0,05. 




nach  Induktion  des  hepatischen  Ischämie‐Reperfusionsschadens,  und  somit  der  toxischen 
Faktoren von Baicalein  in der IRI‐Gruppe (Tab. 10). Auch  im Rahmen dieser Analyse zeigten 
sich keine  signifikanten Unterschiede  für die Laborwerte Kreatinin und Bilirubin  (Abb. 47). 
Jedoch zeigten sich erneut deutlich gesteigerte toxische Faktoren der GOT, GPT und GLDH. 























Kreatinin (mg/dl)  0,8 ± 0  0,8 ± 0  0% ± 0%  0,8 ± 0  0,8 ± 0  0% ± 0%  0% 
Bilirubin (mg/dl)  0,9 ± 0,1  1,0 ± 0,2  +11,1% ± 12,4%  1,1 ± 0,2  1,3 ± 0,1  +20,4% ± 7,5%  +30,0% ± 7,9% 
GOT (U/l)  152,0 ± 34,3  627,0 ± 102,0  +312,5% ± 35,4% (***)  794,0 ± 213,9  1780,5 ± 455,7  +124,2% ± 22,4% (*)  +184,0% ± 26,3% 
GPT (U/l)  121,0 ± 26,5  243,0 ± 78,1  +100,8% ± 34,1%  928,9 ± 316,9  1593,1 ± 626,9  +71,5% ± 28,6%  +555,6% ± 98,3% (*) 
GLDH (U/l)  14,5 ± 3,9  89,8 ± 21,1  +519,0% ± 74,1% (*)  131,3 ± 25,7  363,8 ± 132,9  +177,1% ± 36,4%  +305,3% ± 53,0% 










Einheiten  sind  in der X‐Achsen‐Beschriftung angegeben. Statistik  (t‐Test; Šidák‐Test): *** entspricht einem p‐Wert von < 





des  therapiespezifischen  Steigerungsfaktor  für  die  jeweiligen  Laborparameter  notwendig 
(Tab. 10; vgl. 4.1.4). Hierzu wurden  zunächst die Konzentrationen und Volumenaktivitäten 









operation  betrug  für  die GPT  sogar  +555,6%  ±  98,3%  und war  statistisch  signifikant  (p  = 
0,0201).  Diese medikamentenspezifischen  Steigerungsfaktoren  konnten  im Weiteren  nun 
mit  den  in  4.1.4  errechneten  Steigerungsfaktoren  der  unbehandelten  Versuchsgruppen 
verglichen werden (Abb. 48). Hierbei zeigten sich, analog zu den Voruntersuchungen, keine 
relevanten Differenzen  in  der  Ausprägung  der  Steigerungsfaktoren  für  Kreatinin,  Bilirubin 
und ChE.  Jedoch  konnte eine  relative Abnahme des  Steigerungsfaktors der GPT nach Bai‐










Abnahme  der  Enzymwerterhöhung  nach  Ischämie  und  Reperfusion  und  Baicalein‐Vorbe‐





Abb.  48:  Links:  Graphische  Darstellung  der  parameterspezifischen  Steigerungsfaktoren  der  jeweiligen  laborchemisch 
untersuchten  Serumparameter  nach  Ischämie  und  Reperfusion  im  Vergleich  zur  Scheinoperation,  jeweils  ohne  Vorbe‐
handlung  (blauer  Balken,  ohne  Vorbehandlung)  und  mit  Baicalein‐Vorbehandlung  (violetter  Balken,  Baicalein).  Rechts: 
Graphische Darstellung der parameterspezifischen relativen Steigerungsfaktoren nach Baicalein‐Vorbehandlung der jeweili‐
gen  laborchemisch untersuchten Serumparameter als  relativer Unterschied der  jeweiligen Steigerungsfaktoren nach Bai‐
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rung  im  scheinoperierten  Lebergewebe analysiert. Hierzu wurden die Aktivitätsquotienten 




1,04  zur  Folge  hatte.  Allerdings  konnte  für  dieses  Ergebnis  keine  statistische  Signifikanz 
nachgewiesen werden (p = 0,6741). 
 




ohne Vorbehandlung  (blauer Balken,  IRI) und nach Baicalein‐Vorbehandlung  (violetter Balken,  IRI Baicalein).  Statistik  (t‐
Versuchsgruppen  Intrazellulärer Gehalt (µmol / g) von  Aktivitätsquotient der 
Glutathionoxidierung (GSSG / GSH) GSH  GSSG 
Sham Operation  6,89 ± 1,44  32,45 ± 12,65  5,19 ± 1,77 
Sham Baicalein  4,79 ± 0,45  29,89 ± 6,55  6,10 ± 1,04 
IRI  5,98 ± 0,65  27,23 ± 2,00  4,99 ± 0,68 






und  Reperfusion  (p  =  0,0329).  Im  Rahmen  der  Evaluation  des  Baicalein‐Effektes  auf  den 









Mitteldrucks  und  der  Herzfrequenz  verglichen  wurden.  Von  einem Mitteldruck  von  69,0 
mmHg zum Zeitpunkt der Kanülierung stieg der Blutdruck im Verlauf der Operation auf 77,7 
mmHg  an  (Abb. 50). Auch hierbei war  festzustellen, dass  vor  allem  zu Beginn des Experi‐
ments  signifikant niedrigere Mitteldruckwerte  zu messen waren. So  lag beispielsweise der 
Kanülierungsmitteldruck mit 69,0 mmHg um 34,7 mmHg signifikant unterhalb des Kanülie‐
rungsdrucks der unbehandelten Sham‐Gruppe (p<0,001). Auch der Blutdruck der scheinope‐








Baicalein‐Gruppe mit hepatischem  IRI  (vgl.  4.2.1),  glich  sich die Blutdruckkurve bereits  15 







Abb.  50:  Graphische  Darstellung  der  Blutdruckkurven  der  Versuchsgruppen  mit  Scheinoperation  (links)  ohne  Vorbe‐
handlung (schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit DMSO‐Vorbehandlung (goldene Kurve, Sham DMSO), sowie 
mit  IRI‐Induktion  (rechts)  ohne  Vorbehandlung  (blaue  Kurve,  IRI  ohne  Vorbehandlung)  und mit  DMSO‐Vorbehandlung 
(grüne Kurve,  IRI DMSO)  im Verlauf des Experiments. Statistik  (Šidák‐Test): *** entspricht einem p‐Wert < 0,001; * ent‐




handlung  (p<0,001)  (Abb.  51). Dies hatte  zur  Folge, dass  eine deutliche Pulsabnahme um 
durchschnittlich  151  Schläge  pro  Minute  im  Verlauf  des  Experiments  festzustellen  war. 





Vergleich  zur  unbehandelten  IRI‐Gruppe  zu  beobachten  (p<0,001).  Vergleichbar  mit  den 
scheinoperierten Tieren war auch bei den Mäusen mit IRI‐Induktion ein rascher Abstieg der 






Abb.  51: Graphische Darstellung  der  Pulskurven  der  Versuchsgruppen mit  Scheinoperation  (links)  ohne  Vorbehandlung 
(schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit DMSO‐Vorbehandlung (goldene Kurve, Sham DMSO), sowie mit IRI‐
Induktion  (rechts)  ohne  Vorbehandlung  (blaue  Kurve,  IRI  ohne  Vorbehandlung)  und mit  DMSO‐Vorbehandlung  (grüne 













Ähnlich wie  in  der  Baicalein‐Gruppe  (vgl.  4.2.2)  konnte  auch  nach  DMSO‐Vorbehandlung 
eine signifikante Steigerung an toten Zellen im Lebergewebe der Sham‐operierten Tieren um 





Die  Leberlappen,  bei welchen  ein  Ischämie‐Reperfusionsschaden  induziert wurde, wiesen 
nach fluoreszenzmikroskopischer Auswertung mit 9,98% ± 1,60% einen um absolut 3,02% ± 
2,67% niedrigeren Anteil  zerfallener Zellen auf als die unbehandelte  IRI‐Gruppe  (Abb. 53). 




den  Versuchsgruppen  nach  Scheinoperation  (links)  ohne  Vorbehandlung  (schwarzer  Balken,  Sham  Operation)  und mit 












den  (p  =  0,9546). Der  ERK1/2‐Aktivitätsquotient  aus  dem  phosphorylierten  ERK1/2‐Anteil 
und der gesamten ERK1/2‐Proteinmasse  lag ohne Vorbehandlung nach Scheinoperation bei 






im explantierten  Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot  in den Versuchsgruppen nach  Scheinoperation 
ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach DMSO‐Vorbehandlung (goldener Balken, Sham DMSO). 
Der Standardfehler des Mittelwerts  ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewählter Western‐Blot‐Protein‐
















Sham Operation Sham DMSO 
p-ERK 
t-ERK 
IRI IRI DMSO 
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und  Reperfusion  im  untersuchten Gewebe  ohne  Vorbehandlung  (links,  IRI)  und  nach DMSO‐Vorbehandlung  (rechts,  IRI 
DMSO), jeweils bei 42 und 44 kDa. 
4.3.3.2 SAPK/JNK 









operation  ohne Vorbehandlung  (schwarzer  Balken,  Sham Operation)  und  nach DMSO‐Vorbehandlung  (goldener  Balken, 
Sham DMSO). Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewählter Western‐
Blot‐Proteinbanden  aktivierter,  phosphorylierter  SAPK/JNK  (oben,  p‐JNK)  und  Gesamt‐SAPK/JNK  (unten,  t‐JNK)  nach 































im explantierten  Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot  in den Versuchsgruppen nach  Scheinoperation 
p-JNK 
t-JNK 
IRI IRI DMSO 
Caspase-3 
GAPDH 





banden  aktivierter Caspase‐3  (oben, Caspase‐3) und deren  Ladekontrolle GAPDH  (unten, GAPDH) nach  Scheinoperation 














tern‐Blot‐Proteinbanden  aktivierter  Caspase‐3  (oben,  Caspase‐3)  und  deren  Ladekontrolle GAPDH  (unten, GAPDH)  nach 




































Sham Operation Sham DMSO 
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Ischämie  und  Reperfusion  im  untersuchten  Gewebe  ohne  Vorbehandlung  (links,  IRI)  und  nach  DMSO‐Vorbehandlung 
(rechts, IRI DMSO), jeweils bei 89 kDa (c‐PARP) und 116 kDa (t‐PARP). 
4.3.4 Alteration der Serum‐Leberwertkonzentrationen 




tätssteigerungen  (Abb.  62).  Während  die  GLDH  nach  DMSO‐Gabe  um  172,4%  ±  64,4% 







pro Versuchsgruppe. Die  relative Differenz  nach  Induktion  eines  Ischämie‐Reperfusionsschaden  und  nach DMSO‐Vorbe‐
handlung zur Scheinoperation nach DMSO‐Vorbehandlung ist als parameterspezifischer Steigerungsfaktor von DMSO ange‐





parameter  und  Bildung  der  jeweiligen  DMSO‐spezifischen  toxischen  Faktoren  in  der  IRI‐
Gruppe untersucht  (Tab. 12; Abb. 62). Eine relevante oder gar signifikante Differenz  in der 
Ausprägung  der  Kreatinin‐  oder  Bilirubin‐Konzentrationen war  hierbei  nicht  festzustellen. 



















Kreatinin (mg/dl)  0,8 ± 0  0,8 ± 0  0% ± 0%  0,8 ± 0  0,8 ± 0  0% ± 0%  0% 
Bilirubin (mg/dl)  0,9 ± 0,1  1,1 ± 0,3  +22,2% ± 17,5%  1,1 ± 0,2  1,2 ± 0,2  +7,4% ± 8,1%  +5,5% ± 10,1% 
GOT (U/l)  152,0 ± 34,3  315,8 ± 65,4  +107,8% ± 24,3% (**)  794,0 ± 213,9  1162,8 ± 310,5  +46,4% ± 15,0%  +268,3% ± 31,8% 
GPT (U/l)  121,0 ± 26,5  269,0 ± 73,8  +122,3% ± 32,4% (*)  928,9 ± 316,9  1280,8 ± 427,0  +37,9% ± 18,1%  +376,1% ± 50,9% (*) 
GLDH (U/l)  14,5 ± 3,9  39,5 ± 18,3  +172,4% ± 64,4%  131,3 ± 25,7  230,3 ± 68,3  +75,4% ± 17,6%  +483,0% ± 56,6% 








ten  (für GOT, GPT, GLDH & ChE)  laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation  (oben  links) ohne Vorbe‐
handlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit DMSO‐Vorbehandlung (goldener Balken, Sham DMSO), sowie nach 
Ischämie und Reperfusion (oben rechts) ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach DMSO‐Vorbehandlung (grüner 



















ren Effekte  im Serum nach  Induktion eines  IRI auswirkt, erfolgte erneut der Vergleich der 
soeben errechneten DMSO‐spezifischen Steigerungsfaktoren mit  jenen der unbehandelten 
Versuchsgruppen (Abb. 63). Wie zu erwarten war, zeigten sich keine signifikanten Differen‐
zen  zwischen  den  Steigerungsfaktoren  in  der  Analyse  von  Kreatinin,  Bilirubin  oder  ChE. 
Allerdings  führte  die  DMSO‐Vorbehandlung  zu  relevant  und  signifikant  gesenkten  Steige‐
rungsfaktoren  der  GOT,  GPT  und  GLDH.  So  nahm  die  Enzymwerterhöhung  der  GOT  um 
36,5% ± 4,5% (p = 0,0077) ab, während die Volumenaktivitätssteigerung der GPT sogar um 
43,7% ± 4,8% (p < 0,001) gesenkt gemessen wurde. Dieser relative Steigerungsfaktor betrug 




Abb.  63:  Links:  Graphische  Darstellung  der  parameterspezifischen  Steigerungsfaktoren  der  jeweiligen  laborchemisch 
untersuchten  Serumparameter  nach  Ischämie  und  Reperfusion  im  Vergleich  zur  Scheinoperation,  jeweils  ohne  Vorbe‐
handlung (blauer Balken, ohne Vorbehandlung) und mit DMSO‐Vorbehandlung (grüner Balken, DMSO). Rechts: Graphische 
Darstellung der parameterspezifischen relativen Steigerungsfaktoren nach DMSO‐Vorbehandlung der  jeweiligen  laborche‐






















Abb.  64:  Graphische  Darstellung  des  Aktivitätsquotienten  der  Glutathionoxidierung  aus  oxidiertem  Glutathion‐Disulfid 
(GSSG) und reduziertem Glutathion (GSH) im explantierten Lebergewebe nach spektralphotometrischer Auswertung in den 
Versuchsgruppen nach Scheinoperation  (links) ohne Vorbehandlung  (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit DMSO‐
Vorbehandlung  (goldener Balken, Sham DMSO), sowie nach  Ischämie und Reperfusion  (rechts)  im untersuchten Gewebe 









Sham Operation  6,89 ± 1,44  32,45 ± 12,65  5,19 ± 1,77 
Sham DMSO  4,89 ± 0,54  35,41 ± 9,98  7,24 ± 1,85 
IRI  5,98 ± 0,65  27,23 ± 2,00  4,99 ± 0,68 













gesamten  Experiments  kein  signifikanter Unterschied  zwischen  den  Blutdruckkurven  nach 
Tacrolimusgabe und ohne Vorbehandlung  festzustellen. Wie  in  4.1.1 beschrieben,  kam  es 
auch  nach  Tacrolimus‐Vorbehandlung  zu  einem  konsekutiven,  leichten Mitteldruckverlust 








Der  Verlauf  der  erhobenen  Pulskurven  dieser  Versuchsgruppen  zeigte  ein  vergleichbares 
Ergebnis. Sowohl bei den scheinoperierten Tieren, als auch bei der IRI‐Gruppe konnte nach 
Tacrolimus‐Vorbehandlung kein signifikanter Unterschied zu den  jeweiligen Kurven der un‐























So  kam  es  auch  nach  Tacrolimus‐Vorbehandlung  zu  einer  signifikanten  Steigerung  der 
apoptotischen  Zellen  nach  Sham‐Operation  im  Vergleich  zur  unbehandelten  Gruppe 
(p<0,001)  (Abb. 68). Es konnte hierbei eine absolute Steigerung des  intrahepatischen Zell‐
tods um 0,69% ± 0,19% auf 1,07% ± 0,18% der Leberfläche gemessen werden, also eine rela‐
tive  Erhöhung  um  das  1,8‐fache.  Bei  Untersuchung  des  postischämischen  Lebergewebes 
nach Tacrolimusgabe konnte  festgehalten werden, dass auch hier eine absolute Reduktion 
des Zelltods um 8,03% ± 2,49% auf einen Flächenfraktion von 4,97 % ± 0,92%  im Vergleich 




den  Versuchsgruppen  nach  Scheinoperation  (links)  ohne  Vorbehandlung  (schwarzer  Balken,  Sham  Operation)  und mit 



















im explantierten  Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot  in den Versuchsgruppen nach  Scheinoperation 








in  den  unbehandelten  Gruppen.  Ein  negativer  Regulationstrend  um  ‐19,1%  durch  die 






perfusion  im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung  (blauer Balken,  IRI) und nach Tacrolimus‐Vorbehandlung  (roter 
p-ERK 
t-ERK 
Sham Operation Sham Tacrolimus 
p-ERK 
t-ERK 




Western‐Blot‐Proteinbanden  aktivierter, phosphorylierter  ERK1/2  (oben, p‐ERK) und Gesamt‐ERK  (unten,  t‐ERK) nach  Is‐











operation  ohne Vorbehandlung  (schwarzer  Balken,  Sham Operation)  und  nach  Tacrolimus‐Vorbehandlung  (rosé  Balken, 
Sham Tacrolimus). Statistik  (t‐Test): * entspricht einem p‐Wert von < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen  sich auf Unter‐
schiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittelwerts ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exempla‐
risch  ausgewählter  Western‐Blot‐Proteinbanden  aktivierter,  phosphorylierter  SAPK/JNK  (oben,  p‐JNK)  und  Gesamt‐




der Gruppe  nach  Tacrolimus‐Vorbehandlung  konnte  dieser Wert  auf  0,14  ±  0,10  gesenkt 

















Der  Aktivitätsquotient  von  Caspase‐3  aus  aktivierter  Caspase‐3  und  GAPDH  wurde  nach 
Sham‐Operation von der Tacrolimus‐Behandlung nur  insignifikant beeinflusst  (p = 0,2234). 
Die  unbehandelte  Sham‐Gruppe  wies  einen  Caspase‐3‐Aktivitätsquotienten  von  0,061  ± 
0,009  auf.  Im  Vergleich  hierzu  war  die  Aktivität  der  Caspase‐3  mit  0,048  ±  0,004  nach 




im explantierten  Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot  in den Versuchsgruppen nach  Scheinoperation 
p-JNK 
t-JNK 
IRI IRI Tacrolimus 
Caspase-3 
GAPDH 
Sham Operation Sham Tacrolimus 
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perfusion  im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung  (blauer Balken,  IRI) und nach Tacrolimus‐Vorbehandlung  (roter 
Balken,  IRI Tacrolimus). Statistik  (t‐Test): *** entspricht einem p‐Wert von < 0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich auf 





Die Vorbehandlung mit  Tacrolimus  führte  zu  keinem  signifikanten Unterschied  der  PARP‐
Aktivierung nach Sham‐Operation. Der Aktivitätsquotient aus aktivierter, gespaltener PARP 






























Sham Operation Sham Tacrolimus 
t-PARP 
c-PARP 
IRI IRI Tacrolimus 
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Tacrolimus‐Vorbehandlung, um Auswirkungen  einer  solchen  Therapie  auf die Nieren‐ und 










zu  negativen  toxischen  Faktoren. Auch wenn  die  Ergebnisse  der  toxischen  Faktoren  nach 






perfusion  (IRI)  im Serum,  jeweils ohne medikamentöse Vorbehandlung und nach Tacrolimus‐Vorbehandlung. Die  relative 
Differenz nach Tacrolimus‐Vorbehandlung zu keiner Vorbehandlung  ist als parameterspezifischer toxischer Faktor angege‐
ben,  jeweils  pro  Versuchsgruppe.  Die  relative  Differenz  nach  Induktion  eines  Ischämie‐Reperfusionsschaden  und  nach 
Tacrolimus‐Vorbehandlung zur Scheinoperation nach Tacrolimus‐Vorbehandlung ist als parameterspezifischer Steigerungs‐



















Kreatinin (mg/dl)  0,8 ± 0  0,8 ± 0  0% ± 0%  0,8 ± 0  0,8 ± 0  0% ± 0%  0% 
Bilirubin (mg/dl)  0,9 ± 0,1  0,9 ± 0,1  0% ± 7,9%  1,1 ± 0,2  1,2 ± 0,2  +11,1% ± 7,8%  +33,3% ± 6,9% 
GOT (U/l)  152,0 ± 34,3  105,0 ± 16,4  ‐30,9% ± 12,5%  794,0 ± 213,9  420,7 ± 79,5  ‐47,0% ± 11,7%  +300,6% ± 31,6% (***) 
GPT (U/l)  121,0 ± 26,5  80,0 ± 28,5  ‐33,9% ± 16,1%  928,9 ± 316,9  328,7 ± 101,8  ‐64,6% ± 14,6% (**)  +310,8% ± 54,0% (***) 
GLDH (U/l)  14,5 ± 3,9  13,5 ± 1,7  ‐6,9% ± 14,6%  131,3 ± 25,7  118,6 ± 32,9  ‐9,7% ± 14,2%  +778,5% ± 109,1% (*) 


















ten  (für  GOT,  GPT,  GLDH &  ChE)  laborchemisch  untersuchter  Parameter  nach  Scheinoperation  (oben  links)  ohne  Vor‐
behandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und mit Tacrolimus‐Vorbehandlung (rosé Balken, Sham Tacrolimus), sowie 
nach Ischämie und Reperfusion (oben rechts) ohne Vorbehandlung (blauer Balken, IRI) und nach Tacrolimus‐Vorbehandlung 
(roter Balken,  IRI Tacrolimus)    im Serum,  sowie  (unten) nach  Scheinoperation  (rosé Balken, Sham Tacrolimus) und nach 
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Ischämie  und  Reperfusion  (roter  Balken,  IRI  Tacrolimus),  jeweils  nach  Tacrolimus‐Vorbehandlung. Die  parameterspezifi‐




der  IRI‐Vorbehandlung  auf  die  Serumparameter  in  der  Tacrolimus‐Gruppe  ausrechnen  zu 
können,  erfolgte  erneut  der Vergleich  der Blutwerte  nach  Tacrolimus‐Vorbehandlung  und 
IRI‐Induktion mit  jenen nach Scheinoperation und Tacrolimusgabe  (Tab. 14). Hierbei ergab 
sich  kein  relevanter Unterschied  beim  Vergleich  der Nierenfunktion  und  der  hepatischen 
Exkretion. Die anderen untersuchten Leberwerte präsentierten sich jedoch mit signifikanten 
Differenzen (Abb. 77). So führte die Induktion des hepatischen IRI nach Auswertung der ChE‐
Volumenaktivität  zu  einer  signifikanten Abnahme  der  Lebersyntheseleistung  um    18,8%  ± 
1,6% (p < 0,001). Parallel hierzu erfuhren die Volumenaktivitäten der Parameter der Leber‐




mittelten  Tacrolimus‐spezifischen  Steigerungsfaktoren mit  jenen der unbehandelten  Expe‐
rimentalgruppen  (Abb.  78).  Hierbei  ergab  sich  erneut  kein  statistisch  signifikanter Unter‐
schied  zwischen den entsprechenden  Steigerungsfaktoren von Kreatinin oder Bilirubin. Da 
sich  der  Steigerungsfaktor  der  Cholinesterase,  wie  vorhin  dargestellt,  in  der  Tacrolimus‐
gruppe jedoch negativ präsentierte war der Unterschied zum unbehandelten Steigerungsfak‐







reduziert werden  (p  =  0,7811),  zeigte mit  einem  relativen  Steigerungsfaktor  von  ‐3,4%  ± 
3,8%  aber  eine  diskrete  negative  Regulationstendenz.  Der  Vergleich  der  relativen 
Tacrolimus‐spezifischen Steigerungsfaktoren von GOT, GPT und GLDH konnte  im Weiteren 




tern der Zellschädigung signifikant stärker  in  ihrem Steigerungsfaktor reduziert  (jeweils p < 






Abb.  78:  Links:  Graphische  Darstellung  der  parameterspezifischen  Steigerungsfaktoren  der  jeweiligen  laborchemisch 
untersuchten  Serumparameter  nach  Ischämie  und  Reperfusion  im  Vergleich  zur  Scheinoperation,  jeweils  ohne  Vorbe‐
handlung  (blauer  Balken,  ohne  Vorbehandlung)  und mit  Tacrolimus‐Vorbehandlung  (roter  Balken,  Tacrolimus).  Rechts: 















Sham Operation  6,89 ± 1,44  32,45 ± 12,65  5,19 ± 1,77 
Sham Tacrolimus  4,89 ± 0,54  35,41 ± 9,98  4,64 ± 1,04 
IRI  5,98 ± 0,65  27,23 ± 2,00  4,99 ± 0,68 
IRI Tacrolimus  6,68 ± 0,72  45,79 ± 5,93  8,74 ± 1,59 
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Zunächst  erfolgte  der  Vergleich  der  Aktivitätsquotienten  der Glutathionoxidierung  in  den 
scheinoperierten Gruppen. Hierbei zeigte sich keine signifikante Differenz (p = 0,7959) zwi‐
schen den Aktivitätsquotienten der unbehandelten, scheinoperierten Gruppe und jener, die 





Abb.  79:  Graphische  Darstellung  des  Aktivitätsquotienten  der  Glutathionoxidierung  aus  oxidiertem  Glutathion‐Disulfid 
(GSSG) und reduziertem Glutathion (GSH) im explantierten Lebergewebe nach spektralphotometrischer Auswertung in den 





Die Auswertung  der  Effekte  der  Tacrolimus‐Behandlung  nach  IRI  präsentierte  sich  hierbei 
diametral anders (Abb. 79). Während der Aktivitätsquotient der Glutathionoxidierung in der 












operativen  Verlaufs  einen  deutlich  und  signifikant  reduzierten Mitteldruck  aufwiesen  im 
Vergleich zu den Sham‐operierten Tieren, die keine Vorbehandlung erhielten (Abb. 80). So‐
mit  konnte  die  gesamte  Mitteldruckkurve  als  signifikant  reduziert  errechnet  werden 
(p<0,001). Die durchschnittliche Blutdruckabnahme im Vergleich zur unbehandelten Gruppe 




bereits  30 Minuten  nach  Ischämieinduktion  keine  Signifikanz  in  den  Kurvenunterschieden 







Abb.  80:  Graphische  Darstellung  der  Blutdruckkurven  der  Versuchsgruppen  mit  Scheinoperation  (links)  ohne  Vorbe‐
handlung  (schwarze Kurve,  Sham ohne Vorbehandlung) und mit  kombinierter  Tacrolimus‐ und Baicalein‐Vorbehandlung 





Ein  deutlicher  Unterschied  zwischen  den  unbehandelten  und  kombiniert  vortherapierten 
Gruppen war auch nach Analyse der Pulskurven festzustellen. Sowohl bei den Sham‐operier‐









Abb.  81: Graphische Darstellung  der  Pulskurven  der  Versuchsgruppen mit  Scheinoperation  (links)  ohne  Vorbehandlung 
(schwarze Kurve, Sham ohne Vorbehandlung) und mit kombinierter Tacrolimus‐ und Baicalein‐Vorbehandlung (gelbe Kurve, 
Sham Tacrolimus + Baicalein), sowie mit IRI‐Induktion (rechts) ohne Vorbehandlung (blaue Kurve, IRI ohne Vorbehandlung) 













Die  kombinierte Vorbehandlung mit  Tacrolimus und Baicalein  führte  signifikanterweise  zu 
einer Zunahme des Zelltods bei den scheinoperierten Mäusen verglichen mit den unbehan‐
delten  Tieren  (p<0,001)  (Abb.  83).  Der  Flächenanteil  toter  Zellen  stieg  nach  der 
Kombinationstherapie um absolut 1,03% ± 0,30% auf 1,41% ± 0,33% an, was einer relativen 
Erhöhung um das 2,7‐fache entsprach.  Jedoch verursachte die kombinierte Vorbehandlung 

























im explantierten  Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot  in den Versuchsgruppen nach  Scheinoperation 
ohne Vorbehandlung (schwarzer Balken, Sham Operation) und nach kombinierter Tacrolimus‐ und Baicalein‐Vorbehandlung 





mit  Tacrolimus  und  Baicalein  vorbehandelten  Versuchsgruppen  nach  Induktion  eines  IRI 
(Abb. 85). Der Aktivitätsquotient von ERK1/2 lag hierbei in der unbehandelten IRI‐Gruppe bei 
0,508 ± 0,150, wohingegen die Kombinationsbehandlung zu einer Abnahme der ERK1/2‐Ak‐



























teingehalt  lag  in der unbehandelten Gruppe nach  Sham‐Operation bei  0,054  ±  0,005. Die 
kombiniert  vorbehandelte Gruppe wies  in dieser Untersuchung eine Aktivität  von 0,050 ± 











konnte  im Vergleich  zur unbehandelten  IRI‐Versuchsgruppe ein deutlich negativer Regula‐
tionstrend  von  ‐34,5  %  nachgewiesen  werden,  jedoch  nicht  statistisch  signifikant  (p  = 












sion ohne Vorbehandlung  (blauer Balken,  IRI) und nach Kombinationsbehandlung  (oranger Balken,  IRI Tacrolimus + Bai‐
calein). Der Standardfehler des Mittelwerts  ist angegeben. Rechts: Aufnahmen exemplarisch ausgewählter Western‐Blot‐












im explantierten  Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot  in den Versuchsgruppen nach  Scheinoperation 
p-JNK 
t-JNK 









(gelber  Balken,  Sham  Tacrolimus  +  Baicalein).  Der  Standardfehler  des  Mittelwerts  ist  angegeben.  Rechts:  Aufnahmen 
exemplarisch ausgewählter Western‐Blot‐Proteinbanden aktivierter Caspase‐3 (oben, Caspase‐3) und deren Ladekontrolle 





89).  Der  Aktivitätsquotient  der  Caspase‐3,  welcher  im  postischämischen  Gewebe  der 







calein‐Vorbehandlung  (oranger Balken,  IRI  Tacrolimus + Baicalein).  Statistik  (t‐Test): *** entspricht einem p‐Wert  von < 
0,001. Signifikanzhinweise beziehen sich auf Unterschiede zwischen den markierten Balken. Der Standardfehler des Mittel‐
werts  ist  angegeben.  Rechts:  Aufnahmen  exemplarisch  ausgewählter Western‐Blot‐Proteinbanden  aktivierter  Caspase‐3 
(oben, Caspase‐3) und deren Ladekontrolle (unten, GAPDH) nach Ischämie und Reperfusion im untersuchten Gewebe ohne 
















Abb.  90:  Links: Graphische Darstellung des Aktivitätsquotienten  aus  aktivierter,  gespaltener PARP und Gesamt‐PARP  im 
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Scheinoperation ohne 
Vorbehandlung  (schwarzer  Balken,  Sham  Operation)  und  nach  kombinierter  Tacrolimus‐  und  Baicalein‐Vorbehandlung 















kanzhinweise  beziehen  sich  auf  Unterschiede  zwischen  den markierten  Balken.  Der  Standardfehler  des Mittelwerts  ist 
angegeben.  Rechts:  Aufnahmen  exemplarisch  ausgewählter  Western‐Blot‐Proteinbanden  aktivierter,  gespaltener  PARP 
t-PARP 
c-PARP 








(unten, c‐PARP) und Gesamt‐PARP  (oben,  t‐PARP) nach  Ischämie und Reperfusion  im untersuchten Gewebe ohne Vorbe‐




und  kombinierter  Vorbehandlung  mit  jenen  nach  Scheinoperation  ohne  medikamentöse 
Therapie der toxischer Faktor der Kombinationstherapie anhand der Serumparameter unter‐
sucht (Tab. 16). Hierbei war erneut keine relevante Differenz der biliären Exkretion oder der 














perfusion  (IRI)  im Serum,  jeweils ohne medikamentöse Vorbehandlung und nach kombinierter Tacrolimus‐ und Baicalein‐
Vorbehandlung.  Die  relative  Differenz  nach  kombinierter  Tacrolimus‐  und  Baicalein‐Vorbehandlung  zu  keiner  Vorbe‐
handlung ist als parameterspezifischer toxischer Faktor angegeben, jeweils pro Versuchsgruppe. Die relative Differenz nach 



























Kreatinin (mg/dl)  0,8 ± 0  0,8 ± 0  0% ± 0%  0,8 ± 0  0,8 ± 0  0% ± 0%  0% 
Bilirubin (mg/dl)  0,9 ± 0,1  1,0 ± 0,1  +7,4% ± 10,0%  1,1 ± 0,2  1,0 ± 0,2  ‐7,4% ± 7,7%  +3,4% ± 6,6% 
GOT (U/l)  152,0 ± 34,3  581,3 ± 92,2  +282,4% ± 37,4% (***)  794,0 ± 213,9  1455,4 ± 313,7  +83,3% ± 18,1% (*)  +150% ± 21,3% (*) 
GPT (U/l)  121,0 ± 26,5  177,0 ± 8,5  +46,3% ± 13,3%  928,9 ± 316,9  1235,3 ± 417,7  +33,0% ± 23,0%  +597,9% ± 96,4% (**) 
GLDH (U/l)  14,5 ± 3,9  75,0 ± 19,4  +417,2% ± 78,8% (*)  131,3 ± 25,7  394,4 ± 152,2  +200,4% ± 44,4%  +425,9% ± 77,3% 
ChE (kU/l)  2,9 ± 0,1  3,5 ± 0,2  +21,7% ± 3,8% (*)  2,9 ± 0,1  3,7 ± 0,1  +27,2% ± 1,4% (***)  +5,4% ± 1,7% 
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Vorbehandlung beobachtet werden. Allerdings  lagen  für die GPT mit +33,0% ± 23,0%  (p = 
0,56) und  für die GLDH mit +425,9% ± 77,3%  (p = 0,06)  lediglich deutlich positive Regula‐
tionstrends vor, da keine statistische Signifikanz erzielt werden konnte. Statistisch signifikant 





ten  (für GOT, GPT, GLDH & ChE)  laborchemisch untersuchter Parameter nach Scheinoperation  (oben  links) ohne Vorbe‐
handlung  (schwarzer  Balken,  Sham  Operation)  und mit  kombinierter  Tacrolimus‐  und  Baicalein‐Vorbehandlung  (gelber 
Balken,  Sham Tacrolimus + Baicalein),  sowie nach  Ischämie und Reperfusion  (oben  rechts) ohne Vorbehandlung  (blauer 
Balken,  IRI) und nach kombinierter Tacrolimus‐ und Baicalein‐Vorbehandlung  (oranger Balken,  IRI Tacrolimus + Baicalein)  















wohl  in der kombiniert vorbehandelten Sham‐, als auch  in der  IRI‐Gruppe eine signifikante 
Syntheseleistungssteigerung  im Vergleich  zu den  jeweiligen unbehandelten Versuchstieren 
festgestellt werden konnte, war der Steigerungsfaktor der ChE zwischen den scheinoperier‐







rum nach  Induktion des  Ischämie‐Reperfusionsschadens um 150% ± 21,3% gesteigert  (p = 
0,0282), der  Steigerungsfaktor der GPT  fiel mit +597,9% ± 96,4%  (p = 0,0060)  sogar noch 
deutlicher aus.  Im Weiteren erfolgte der Vergleich des  spezifischen Steigerungsfaktors der 
Kombinationstherapie  mit  jenem  der  unbehandelten  Versuchsgruppen  (Abb.  93).  Erneut 
ergab dieser Vergleich keine relevanten Unterschiede zwischen den Steigerungsfaktoren von 
Kreatinin, Bilirubin, sowie der Cholinesterase (vgl. 4.2.4 & 4.3.4). Im Gegensatz hierzu konn‐















negativer aus als  jener der GLDH  (p = 0,0164).  Somit  konnte dargestellt werden, dass die 
kombinierte Vorbehandlung mit Tacrolimus und Baicalein die leberzellschädigenden Serum‐
effekte nach  Ischämie und Reperfusion  reduziert,  signifikanterweise  im Rahmen der GOT‐ 
und GLDH‐Ausprägung, wobei bei der GOT dieser Effekt am signifikant stärksten ausfällt. 
 
Abb.  93:  Links:  Graphische  Darstellung  der  parameterspezifischen  Steigerungsfaktoren  der  jeweiligen  laborchemisch 
untersuchten  Serumparameter  nach  Ischämie  und  Reperfusion  im  Vergleich  zur  Scheinoperation,  jeweils  ohne  Vorbe‐
handlung  (blauer Balken, ohne Vorbehandlung) und mit kombinierter Tacrolimus‐ und Baicalein‐Vorbehandlung  (oranger 
Balken, Tacrolimus + Baicalein). Rechts: Graphische Darstellung der parameterspezifischen  relativen  Steigerungsfaktoren 


















Die  Aktivitätsquotienten  der  Glutathionoxidierung  der  scheinoperierten  Gruppen wurden 
wurden  daher  erneut miteinander  verglichen.  Die  unbehandelte,  scheinoperierte  Gruppe 
zeigte  hierbei  einen Quotienten  von  5,19  ±  1,77,  im  kombiniert  vorbehandelten Gewebe 
konnte ein Wert von 2,97 ± 0,56 errechnet werden (Abb. 94). Somit konnte ein tendenzielles 
Absinken der oxidativen Aktivität  im scheinoperierten Gewebe nach Kombinationstherapie 
um  42,7%  im  Vergleich  zur  medikamentös  unbehandelten  Versuchsgruppe  beschrieben 
werden, wenngleich keine statistische Signifikanz (p = 0,3493) nachgewiesen werden konnte. 
 












Sham Operation  6,89 ± 1,44  32,45 ± 12,65  5,19 ± 1,77 
Sham Tacrolimus + 
Baicalein  5,43 ± 0,37  16,21 ± 3,54  2,97 ± 0,56 
IRI  5,98 ± 0,65  27,23 ± 2,00  4,99 ± 0,68 
IRI Tacrolimus + 
















ren  ist  (Abb.  95). Alle Gruppen wiesen  ein  abnehmendes  Kurvenprofil  auf, wenn  auch  in 
unterschiedlichem  Ausmaß.  Die  größte  Spanne  zwischen  Blutdruck  zum  Start  des  Experi‐
ments und jenem zum Ende konnte in der Tacrolimusgruppe festgestellt werden und ist vor 
allen Dingen dadurch erklärbar, dass die Mitteldruckwerte der Tacrolimusgruppe zu Beginn 
der Operation  signifikant  höher war  als  die  der Gruppe mit  kombinierter  Tacrolimus  und 














Abb. 95: Graphische Darstellung der Blutdruckkurven  (links), sowie der Pulskurven  (rechts) der Versuchsgruppen mit  IRI‐
Induktion ohne Vorbehandlung (blaue Kurve, IRI ohne Vorbehandlung), mit Baicalein‐ (violette Kurve, IRI Baicalein), DMSO‐ 
(grüne  Kurve,  IRI  DMSO),  Tacrolimus‐  (rote  Kurve,  IRI  Tacrolimus)  und  kombinierter  Tacrolimus‐  und  Baicalein‐Vorbe‐
handlung (orange Kurve, IRI Tacrolimus + Baicalein) im Verlauf des Experiments. Statistik (Šidák‐Test): *** entspricht einem 
p‐Wert < 0,001; ** enstpricht einem p‐Wert < 0,01; * entspricht einem p‐Wert < 0,05. Signifikanzhinweise beziehen sich auf 
Unterschiede  zwischen den mit  T  farblich markierten Kurven  zum  jeweiligen  Zeitpunkt.  Signifikante Unterschiede  zu  IRI 
ohne Vorbehandlung sind  in den Vorkapiteln behandelt worden und wurden nicht erneut angegeben. Der Standardfehler 
des Mittelwerts ist angegeben. 
Abgesehen  von  den Unterschieden  zur  unbehandelten  IRI‐Gruppe,  die  in  den  vorherigen 
Kapiteln bereits behandelt wurden, war zwischen den Therapiegruppen mit Induktion eines 






lauf  erreichte  die  Pulskurve  der  IRI‐Gruppe  nach  kombineirter  Tacrolimus‐  und  Baicalein‐





ten  Zelltodreduktion  nach  Induktion  eines  hepatischen  Ischämie‐Reperfusionsschaden  im 
Vergleich  zur  unbehandelten  IRI‐Gruppe  führen  (Abb.  96). Während  der Unterschied  zwi‐
schen der unbehandelten und der DMSO‐Gruppe hierbei nur als negativer Regulationstrend 
ohne  Signifikanz  zu  verzeichnen  war,  konnten  die  Differenzen  zur  nicht  vorbehandelten 






















pieverfahren  signifikant. Die  deutlichste Mittelwertreduktion  des Aktivitätsquotienten  von 
ERK1/2 zeigte hierbei die Baicalein‐Vorbehandlung. 




trend  der  ERK1/2‐Aktivität  nach  Baicalein‐Applikation  im  Vergleich  zur  DMSO‐Vorbe‐
handlung, während dieser in den anderen beiden Gruppen deutlich schwächer ausfiel. 
 
Abb.  97:  Graphische  Darstellung  des  Aktivitätsquotienten  aus  aktivierter,  phosphorylierter  ERK1/2  und  Gesamt‐ERK  im 
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischämie und Reperfu‐









calein,  DMSO  und  Tacrolimus  vorbehandelt  wurden,  deutliche  Aktivitätsreduktionen  der 
SAPK/JNK von statistischer Signifikanz, in der kombiniert behandelten Gruppe nur ein nega‐
tiver, aber deutlicher Regulationstrend. 
In  der  Auswertung  der  Therapiegruppen  untereinander  fielen  erneut  Differenzen  unter‐
schiedlichen  Ausmaßes  auf,  jedoch  ohne  statistische  Signifikanz.  So  präsentierte  sich  die 








perfusion  im  untersuchten Gewebe  ohne  Vorbehandlung  (blauer  Balken,  IRI),  nach  Baicalein‐  (violetter  Balken,  IRI  Bai‐







sion  ergab  ein  divergierendes  Ergebnis. Die  Aktivität  der  Caspase‐3  konnte  nämlich  nach 
DMSO‐Vorbehandlung  im Vergleich zu den unbehandelten Versuchstieren  im Lebergewebe 
gesteigert nachgewiesen werden (Abb. 99).  In den restlichen Versuchsgruppen konnte eine 





nen  signifikant  reduzierten Caspase‐3‐Aktivitätsquotienten auf, wie  auch nach Tacrolimus‐
Behandlung und kombinierter Vorbehandlung  (jeweils p <0,001). Zwischen den drei medi‐








suchten Gewebe ohne Vorbehandlung  (blauer Balken,  IRI), nach Baicalein‐  (violetter Balken,  IRI Baicalein), nach DMSO‐ 
(grüner Balken,  IRI DMSO), nach Tacrolimus‐  (roter Balken,  IRI TAC), sowie nach kombinierter Tacrolimus‐ und Baicalein‐

















Abb.  100:  Graphische  Darstellung  des  Aktivitätsquotienten  aus  aktivierter,  gespaltener  PARP  und  Gesamt‐PARP  im 
explantierten Lebergewebe nach Proteinanalyse mittels Western Blot in den Versuchsgruppen nach Ischämie und Reperfu‐
sion  im untersuchten Gewebe ohne Vorbehandlung  (blauer Balken,  IRI), nach Baicalein‐  (violetter Balken,  IRI Baicalein), 
nach DMSO‐ (grüner Balken, IRI DMSO), nach Tacrolimus‐ (roter Balken, IRI TAC), sowie nach kombinierter Tacrolimus‐ und 





gerungsfaktoren  waren  als  vorbehandlungskorrelierte,  relative  Blutwerterhöhungen  nach 
Induktion  eines  Ischämie‐Reperfusionsschadens  im Vergleich  zur  Scheinoperation mit  ent‐
sprechender Vorbehandlung vor allen Dingen bei der GOT, GPT und GLDH festzustellen (Abb. 
101).  Die  Steigerungsfaktoren  von  Kreatinin  und  Bilirubin  hingegen  präsentierten  sich  in 





















gensatz  hierzu  zeigten  die  relativen  Abnahmen  der  GLDH‐Steigerungsfaktoren  nach  Bai‐




Abb.  101:  Links:  Graphische  Darstellung  der  parameterspezifischen  Steigerungsfaktoren  der  jeweiligen  laborchemisch 
untersuchten  Serumparameter  nach  IRI  im  Vergleich  zur  Scheinoperation,  jeweils  ohne  Vorbehandlung  (blauer  Balken, 
ohne Vorbehandlung), nach Baicalein‐ (violetter Balken, Baicalein), nach DMSO‐ (grüner Balken, DMSO), nach Tacrolimus‐ 
(roter Balken, Tacrolimus),  sowie nach kombinierter Vorbehandlung  (oranger Balken,  IRI Tacrolimus + Baicalein). Rechts: 
Graphische  Darstellung  der  parameterspezifischen  relativen  Steigerungsfaktoren  nach  IRI‐Induktion  der  jeweiligen 
laborchemisch untersuchten Serumparameter als  relativer Unterschied der  jeweiligen Steigerungsfaktoren, errechnet als 
relative  Differenz  zwischen  Baicalein‐  (violetter  Balken,  Baicalein),  DMSO‐  (grüner  Balken,  DMSO),  Tacrolimus‐  (roter 













die  beiden  letztgenannten.  Ein  ähnliches  Ergebnis  präsentierte  sich  nach Auswertung  der 














Somit  konnte  dargestellt  werden,  dass  die  alleinige  Baicalein‐Vorbehandlung,  sowie  die 
kombinierte  Baicalein‐Tacrolimus‐Vorbehandlung  vor  allen  Dingen  über  eine  signifikante 
Reduktion der Volumenaktivitätserhöhung von GOT und GLDH fungieren, während die allei‐
nige Tacrolimus‐Therapie vor allen Dingen zu einer stärkeren Abnahme der GPT‐Steigerung 





Die  Analysen  der  Effekte  auf  den  Glutathionmetabolismus  zeigten,  dass  die  Vorbehand‐
lungen mit Baicalein, Tacrolimus, sowie der kombinierten Gabe beider Medikamente zu ei‐








nifikanter Unterschied  verzeichnet werden. Die Tacrolimus‐Therapie  ging hierbei  zwar mit 
der stärksten Zunahme an Oxidierungsaktivität einher und somit auch  im Trend etwas stär‐
ker als die Baicalein‐Gruppe (p = 0,2732) und deutlich stärker als die die schwächste Gruppe 
nach DMSO‐Behandlung  (p  =  0,0781).  Jedoch waren  diese Unterschiede  statistisch, wenn 
teilweise auch nur knapp, nicht signifikant. 
 
Abb.  102:  Graphische  Darstellung  des  Aktivitätsquotienten  der  Glutathionoxidierung  aus  oxidiertem  Glutathion‐Disulfid 
(GSSG) und  reduziertem Glutathion  (GSH)  im explantierten  Lebergewebe nach  spektralphotometrischer Auswertung und 
Induktion  eines  hepatischen  Ischämie‐Reperfusionsschadens  ohne  Vorbehandlung  (blauer  Balken,  IRI),  nach  Baicalein‐ 
















(20, 21, 24). Der  IRI betrifft  jedes  zu  transplantierende Organ,  kann  zu einer  langfristigen 
Schädigung  eines  Lebertransplantats  führen  und  unmittelbar  das  Organüberleben  ein‐
schränken (17, 24). Natürlich ist dieser Forschungsansatz nicht neu, jedoch wurde lange Zeit 
die Kaltischämie als zentraler Initiator des IRI betrachtet, was schlussendlich in der Entwick‐
lung  neuer Organperfusionslösungen  und  logistischer  Infrastrukturen  innerhalb  des  Euro‐
transplant‐Netzwerks mündete (19, 297‐299). Hierdurch konnten Kaltischämiezeiten verrin‐
gert,  die  Organqualität  verbessert  und  das  Transplantatüberleben  verlängert  werden  (6, 
297). Mit der  Entdeckung, dass Warmischämie  zu unterschiedlichen Gewebsschädigungen 
führt als Kaltischämie, allen voran zu Untergang von parenchymalen Leberzellen und Schädi‐
gung der Gallenwege, hat  sich der  Fokus der  Forschung  aufgrund der Diversität dieser  Is‐
chämieformen etwas verschoben (300‐302). 
Zahlreiche  Forschungsgruppen  konnten  zeigen, dass mehrere  Formen des  Zelltods  an  der 
Entwicklung des hepatischen IRI teilnehmen, vor allem nach warmer Ischämie (30, 113, 116). 
Jede  einzelne  dieser  Zelltodformen  vermittelt  organspezifische  Schäden  auf  verschiedene 
Weise, weshalb das Wissen hierüber für eine gezielte Therapie von Relevanz  ist. Weitläufig 













ausreichend  dargestellt  werden.  Jedoch  scheint  sie  in  eindeutigem  Zusammenhang  mit 
überschießender Membranlipidperoxidation zu stehen und somit mit der Gpx4‐abhängigen 
Signalkaskade  (114,  115).  Diese  konnte  im  IRI  extrahepatischer Organsysteme  bereits  als 
relevant  nachgewiesen  werden  (119,  145).  Zuvor  konnte  auch  das  etablierte  und  viel 








Um  die  Auswirkungen  von  Baicalein,  einem  12/15‐LOX‐Hemmer,  und  Tacrolimus  auf  den 











weil  der  gemeinsame  Leberlappenpedikel  operativ  gut  darzustellen  ist  und  somit  eine  si‐
chere, wie  auch  reproduzierbare  Ischämie  durchzuführen  ist. Darüber  hinaus  bietet  diese 
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kann, während  darüber  hinaus  gehende Resektionen  oder  Ischämieoperationen  zu  einem 










Exsanguinierung begonnen, um  ausreichend Volumen  an Vollblut  für die  späteren  Serum‐
analysen gewinnen  zu können. Dies  ist  insofern wichtig, da es bei einer vorgezogenen Ex‐
plantation der entsprechenden  Leberlappen  vor der Blutentnahme einerseits  zu  größeren 







Die  zu  verabreichenden Medikamente wurden  intraperitoneal  appliziert, was  eine  prakti‐
kable und relativ sichere Applikationsmethode für Medikamente bei Versuchstieren darstellt 
(307‐310). Das Risiko der  intraluminalen Präparatapplikation  in ein Hohlorgan wurde durch 





ode  zwischen  Medikamentengabe  und  Laparotomie  abgewartet.  Die  Tacrolimusgabe  er‐
folgte sogar bereits 24 Stunden vor Laparotomie, da verschiedene Studien nachweisen konn‐
ten, dass sich die Tacrolimus‐Serumkonzentration in Tierexperimenten nach intraperitonea‐
ler Applikation  nach  dieser  Zeit  in  den  entsprechend  der  verabreichten Dosis  therapeuti‐
schen Bereichen befindet (311, 312). 
Diverse Modelle zu  IRI‐Versuchen sind bekannt, bei denen  jeweils unterschiedliche Längen 







zur Entwicklung eines manifesten  IRI gewählt, da mit  längerer  Ischämie deutlich geringere 
Überlebensraten  der  Versuchstiere  beschrieben  sind,  aber  auch  bei  längerer  Reperfusion 


























bereits  in  vorherigen  Tierversuchen  valide  Ergebnisse  liefern  (238,  316). Mit Blick  auf  die 
aktuelle  Literatur  könnte man  kritisch  anmerken,  dass mittlerweile  auch  in  Tierversuchen 
nicht‐invasive Methoden der Kreislaufüberwachung zunehmend eingesetzt werden, welche 
naturgemäß ein deutlich niedrigeres Trauma verursachen (238, 317, 318). Jedoch wurde sich 









des  TUNEL‐Assays  ausgewertet.  Lange  Zeit  galt  der  TUNEL‐Assay  als  spezifisches  Mess‐
instrument  für  apoptotische  Zellen,  da  hierbei  fragmentierte DNA  gefärbt wird, was  übli‐
cherweise als Charakteristikum der Apoptose beschrieben wurde (248‐252). Mittlerweile ist 
bekannt, dass ein TUNEL‐Assay nicht  zwischen  freien DNA‐Enden unterscheiden  kann, die 
einerseits nach internukleosomaler Spaltung durch Apoptose entstanden sind, und solchen, 
welche  in  zerstörten,  nekrotischen  Zellkernen  enthalten  sind  (30).  Dieser  TUNEL‐positive 
Effekt  in nekrotischen Zellen  ist  vor allem durch eine postnekrotische DNA‐Hydrolyse und 
kalziumabhängige Aktivierung von Endonukleasen zu erklären (30, 320, 321). Der etablierte 














reaktionen  (rt‐PCR)  (322‐324). Diese kostenintensiveren Verfahren, die  teilweise  sogar hö‐
here Spezifitäten als der Western Blot aufweisen, benötigen üblicherweise  jedoch deutlich 






München betreut. Da das  Institut  für  Laboratoriumsmedizin  tagtägliche Erfahrung mit der 
Analyse von humanen Produkten  in klinischer Umgebung hat, konnte ein hoher Qualitäts‐
standard gewährleistet werden. Hierzu trug ebenso bei, dass die angewandten, photometri‐
schen Verfahren  der Mausserumanalyse  exakt  jenen  entsprachen,  die  in  ähnlicher  Frage‐
stellung  beim  Menschen  angewendet  werden  und  auf  vergleichbaren  Referenzgeräten 
durchgeführt wurden, welche  in  regelmäßigen Abständen nach gründlichen Kontrollen un‐
abhängiger  Prüfinstitute  zertifiziert werden.  Somit  entsprachen  die  Serumanalysen  einem 
äußerst etablierten, hochqualitativen Verfahren. 
Der  im  Rahmen  der  hier  beschriebenen  Versuchsreihen  angewandte  Testaufbau  zur Dar‐





ren angewandt, welche schon mehrere  Jahrzehnte  in regelmäßigem Einsatz  im experimen‐
tellen Labor stehen und somit als etabliert und valide betrachtet werden können (325, 326). 
Mittlerweile werden  auch  alternative  Verfahren  zum  Nachweis  von  Glutathionkonzentra‐
tionen  angewandt,  wie  beispielsweise  die  Flüssig‐Chromatographie,  welche  auf  UV‐Ab‐
sorption  beruht,  oder  auch massenspektometrische Verfahren  (325,  326). Der Vorteil  der 
Glutathion‐Messung mit Hilfe der Tietze‐Methode ist eindeutig in der Sensitivität und einfa‐
chen Handhabung zu sehen, während die Vorteile der Alternativmethoden vor allem dahin‐
gehend  zu betrachten  sind, dass  sie üblicherweise mit noch  geringerer und unverdünnter 
Materialmenge  zu  bewerkstelligen  sind  (325,  326).  Dennoch  konnten  bislang  keine 
signifikanten Unterschiede  in Sensitivität und Spezifität der verschiedenen Nachweisverfah‐















Ferner  erfolgte  die Auswertung  der  fluoreszenzgefärbten,  toten  Zellen  des  Lebergewebes 
nach Anwendung des TUNEL‐Assays mit Hilfe der halbautomatisierten, optischen  Flächen‐
fraktionsanalyse. Klassische Methoden der Auswertung eines TUNEL‐Assays sehen üblicher‐





auch  anfällig  für Auswertungsfehler.  So  können unmittelbar benachbarte  Zellkerne, deren 
TUNEL‐positive Fluoreszenzsignale sich überlagern, als ein Zellkern fehlgedeutet werden und 
somit  zu  falsch  niedrigen  Ergebnissen  führen.  Die  optische  Flächenfraktionsanalyse mini‐






beider  gewonnener Ergebnisse wurde  im Weiteren  verarbeitet. Ähnliche Methodik wurde 
bereits  in  Referenzveröffentlichungen  angewendet  (328,  329).  Auch  die  Auswertung  von 
Western  Blots mit  Hilfe  von  „ImageJ“  stellt  ein mehrfach  angewendetes  und  etabliertes 
Verfahren dar (330).  
Ein  weiteres  Verfahren  zur  Auswertung,  welches  mehrfach  angewandt  wurde,  stellt  die 
Spektralphotometrie  dar.  Die  Bestimmung  von  Adsorptionsintensität  und  Extinktion  von 
bestimmten  Stoffen  stellt  ein  absolutes  Standardverfahren  in  der  Analyse  von  Stoffkon‐
zentrationen dar (294). Dieses Verfahren  ist mittlerweile derart etabliert, dass der absolute 
Großteil  dieser  Auswertungen  mittlerweile  automatisiert  vonstattengeht.  Somit  konnten 

















vergleichbaren Verlauf  Ihrer  Blutdruck‐  und  Pulskurven  auf, wenngleich  die Druckverhält‐
nisse  im Durchschnitt signifikant unterhalb  jenen der scheinoperierten Gruppen  lagen. Ob‐
wohl  eine  konsequente  Flüssigkeitssubstitution  über  das  offene  Abdomen  angewandt 
wurde,  könnten  diese  Druckunterschiede  auch  durch  die  verlängerte  Operationszeit  und 
somit der prolongierten Öffnung des Abdomens  in Einklang zu bringen sein. Was alle Grup‐
pen gemein hatten, war ein Mitteldruckabfall unmittelbar anschließend an die Reperfusion, 












binierter  Tacrolimus‐Baicalein‐Therapie,  mit  deutlich  erniedrigten  Mitteldruckwerten  und 
gesteigerten Herzfrequenzwerten präsentierten als  jene ohne DMSO‐Gabe. Ebenso wie die 
Tatsache, dass die kombiniert mit Tacrolimus und Baicalein therapierte Versuchsgruppe  im 
Verlauf  des  gesamten  Experiments  einen  durchschnittlich  niedrigeren Mitteldruckverlauf, 
sowie  einen  durchschnittlich  erhöhte Herzfrequenz  aufwiesen,  sind  diese  Beobachtungen 
am ehesten auf eine potentielle Toxizität der jeweils verwendeten Substanzen zurückzufüh‐
ren  (vgl.  5.3.6,  5.3.7  &  5.3.8).  Der  gegebenenfalls  zu  vermutende  Verdacht,  dass  die 













Die Daten  dieser  Versuchsreihe  konnten  zeigen,  dass  die  Vorbehandlung mit  Baicalein  in 
einem murinen, hepatischen  Ischämie‐Reperfusionsmodell  zu einer  signifikanten Abnahme 
des Zelltods  im Lebergewebe führt. Da Baicalein als potenter und spezifischer  Inhibitor der 













der  Lage,  einen  abmildernden  Effekt  von  Baicalein  auf  die  Ferroptoseentwicklung  in  Pan‐
















Ausmaß  an  Zelltod  mit  einer  signifikanten  Steigerung  des  Glutathionmetabolismus  nach 



















nahe, dass Baicalein nicht nur durch  seine  allgemein  antioxidative  Eigenschaften das Per‐




























daher  den  Schluss  zu,  dass  die  protektive Wirkung  der Glutathionoxidation  primär  durch 
Gpx4 verursacht wird, da diese die einzige Gpx ist, die membranständige Lipidhydroperoxide 





verminderte Auftreten von  Lipidhydroperoxiden  zu einer Abnahme der MPT und  somit  zu 
verminderter  Cytochrom  C‐Ausschüttung  führt  (160,  335). Mitochondriales  GSH, welches 
ungefähr  15%  des  gesamten  GSH‐Reservoirs  des  menschlichen  Organismus‘  ausmacht, 
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dass  der  in  dieser  Arbeit  nachgewiesene  Glutathionmetabolismus  zu  einem  beachtlichen 
Anteil auf mitochondrialer Ebene vonstattengeht. 
5.3.4 Relevante  zelltodvermittelnde  Mediatoren  in  Gpx4‐abhängiger  Signal‐
kaskade 
Wenngleich  die  genannten  TUNEL‐Ergebnisse  alleine  betrachtet  nicht  den  Anteil  an 
Apoptose nachweisen können, ist aufgrund der deutlichen Alteration etablierter proapopto‐




Diskussion  zu  (115).  So  konnte  im  Jahr  2008  durch  die  Arbeitsgruppe  um  Seiler  in 





Ischämie‐Reperfusionsschadens  darstellt  (298,  336).  Ebenso  konnten  die  hier  erhobenen 
Daten zeigen, dass Caspase‐3‐Aktivierung durchaus in signifikanter Weise einerseits im hepa‐
tischen  IRI erhöht wird, andererseits durch die  Inhibition  von 12/15‐LOX vermindert wird. 
Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass die Situation in vivo durchaus differenzierter betrach‐
tet werden  kann. Gestützt wird diese  Schlussfolgerung  auch durch die Tatsache, dass das 
internationale  Komitee  für  die  Nomenklatur  des  Zelltods  (NCCD)  in  seiner  2012  veröf‐
fentlichten, revidierten Klassifikation explizit auf die unterschiedlich zu wertenden Charakte‐
ristika von in vitro‐ und in vivo‐Zelltod eingeht (90). Ferner stellt Caspase‐3 das gemeinsame 
proapoptotische  Effektorenzym  der  extrinsischen  TNF‐basierten,  sowie  der  intrinsischen 






Neben Caspase‐3  konnte ebenfalls eine  signifikante Abnahme  von PARP‐ und  JNK‐Aktivie‐
rung nach 12/15‐LOX‐Hemmung nachgewiesen werden, weshalb diesen Molekülen ebenfalls 
eine  relevante  Rolle  in  einer  Caspase‐abhängigen  Zelltodentwicklung  innerhalb  der Gpx4‐
Signalkaskade  zugeschrieben  werden  könnte.  Explizit  in  Bezug  auf  PARP  erscheint  diese 
Schlussfolgerung logisch, da PARP als nachgeschaltetes Enzym in der Caspase‐3‐Kaskade ge‐
spalten  und  aktiviert  wird,  womit  eine  weitere  Zelltodvermittlung  einhergeht  (97‐99). 
Andererseits  konnten  für  PARP  ebenfalls  caspasenunabhängige  Wirkweisen  beschrieben 
werden, welche mit AIF‐Induktion  vergesellschaftet waren und  zum Zelluntergang  führten 
(90).  Daher  konnte  PARP  auch  als  ein  Initiator  der  regulierten  Nekrose,  analog  zur 
Nekrapoptose durch ATP‐ und NAD+‐Depletion, nachgewiesen werden (90). JNK hingegen ist 
bekannt dafür, im Rahmen von Stressreaktionen, die von extrazellulären Signalen ausgehen, 
Apoptose  zu  vermitteln  (91,  337).  Bereits  zuvor  konnten  hierbei  ROS  als  effektiver  JNK‐
Aktivatoren  nachgewiesen werden,  indem  sie  zu  einer  vermehrten  Phosphorylierung  von 
JNK über MAP‐Kinasen führten und somit Apoptose über Aktivierung von Transkriptionsfak‐
toren proapoptotischer Gene vermittelten, sowie mitochondriale Zelltodkaskaden über ein 
vermehrtes  Cytochrom  C‐Angebot  aktivierten  (91,  337).  Da  in  der  hier  dargestellten 
Versuchsreihe ebenfalls ROS als  zentrale Effektormoleküle vermutet werden, erscheint die 
Schlussfolgerung, dass  JNK  von Relevanz  in der Gpx4‐abhängigen  Signalkaskade  von Rele‐
vanz  ist, nur  logisch. Auch hierbei  ist davon  auszugehen, dass  sowohl die  intrinische, wie 
auch die extrinsische Zelltodkomponente angesprochen werden. Da auch ERK mit vermehr‐
ter Cytochrom C‐Freisetzung durch die Modulation der anti‐apoptotischen Bcl‐2‐Proteinfa‐
milie,  Caspase‐3‐  und  PARP‐Aktivierung  assoziiert  ist  und  durch  extrazelluläre  Signale wie 
ROS aktiviert werden kann, wurde erwartet, dass auch bei ERK1/2 signifikante Expressions‐











gewebe  zur  weiteren  Diagnostik  entnommen  wurde.  Da  zu  diesem  Zeitpunkt  zumindest 
noch ein negativer Regulationstrend der ERK‐Aktivierung nachzuweisen war,  sollte ERK1/2 






abhängigen  Signalkaskade  deutet  zwar  auf  einen  relevanten Anteil  von Apoptose  am  be‐
obachteten Zelltod hin,  sollte  jedoch nicht als alleinig  relevant gewertet werden. Entspre‐
















Um  ein  valides  Ergebnis  erzielen  zu  können, wurde  DMSO  als  Trägerlösung  für  Baicalein 















tods  nach  hepatischem  IRI  und  DMSO‐Vorbehandlung  beobachtet werden,  sondern  auch 
eine  tendenzielle Aktivitätszunahme des Glutathionmetabolismus, wenngleich diese Ergeb‐
nisse statistisch nicht signifikant waren. Dies könnte der verminderten Aktivität der zelltod‐
vermittelnden  PARP  und  JNK  durch DMSO  zugeschrieben werden, wobei  zu  beachten  ist, 
dass  diese Aktivitätsabnahme weniger  stark  ausfiel  als  nach  Baicaleingabe.  Ein  relevanter 
Unterschied zur Baicalein‐Therapie zeigt sich  in Bezug auf die DMSO‐Vorbehandlung, wenn 
man  die  Ergebnisse  der  Auswertung  der  Caspase‐3‐  und  ERK1/2‐Aktivierung  betrachtet. 
Während  diese  beiden,  klassisch  als  proapoptotisch  bezeichneten  Enzyme  nach Baicalein‐
Behandlung  relevant  aktivitätsgemindert  untersucht  wurden,  zeigten  sie  nach  alleiniger 
DMSO‐Vorbehandlung  keine  relevante  Aktitvitätseinbuße.  Aufgrund  der  Relevanz  von 













derung  und  Abnahme  caspase‐basierter,  regulierter  Nekrose  durch  PARP‐Reduktion  (90, 
339, 340). 
5.3.6 Toxizität von DMSO und Baicalein 





ren galt. Hier  fiel eine  zumeist  signifikante Zunahme dieser Parameter nach  Ischämie und 
Reperfusion auf, obwohl die entsprechenden Auswirkungen auf das hepatische Zellüberle‐













schrieben, weshalb  die  Schlussfolgerung  nahe  liegt,  diesen  initialen  Anstieg  der  Herzfre‐
quenz im Rahmen der Medikamententoxizität zu werten (347, 348). 
Explizit  für DMSO konnten  in den vergangenen  Jahren  zahlreiche, dosisabhängige  toxische 








konnte  die  Arbeitsgruppe  um  Jacob  bereits  im  Jahre  1966  aufzeigen,  dass  toxische  Kon‐
zentrationen  von DMSO  zu  Leberzellschädigungen mit massiver  Transaminasenfreisetzung 
führen  (351).  Diese  Lebertoxizität wird  je  nach  Applikationsart  und  Versuchstierrasse  bei 
unterschiedlichen Schwellenwertkonzentrationen erzielt  (351). Somit  lag die maximal  tole‐
rierte  Dosis  von  DMSO  intraperitonealer  Applikation  bei  2500  mg/kg  Körpergewicht  bei 




















auf  Phospholipidmembranen  und  somit  auf  eben  jene  vermutete  zentrale  Genese  der 
DMSO‐Toxizität erklärt werden (vgl. 5.3.3) (349).  
Jedoch konnten auch Baicalein selbst bereits potentiell toxische Effekte nachgesagt werden. 











Ferner  ist der hepatoprotektive  Effekt  vor  allem  in der postischämischen  Leber durch die 
verwendeten  Substanzen  als  derart  schützend  zu  betrachten,  dass  sich  das  Ausmaß  der 
TUNEL‐positiven Zellen nach IRI im Vergleich zu den toxischen Effekten offensichtlich amorti‐






IRI  und medikamentöser  Vorbehandlung mit  Baicalein  und DMSO  großteilig  signifikanter‐
weise um ein Vielfaches geringer ausfiel als nach ausgebliebener Vorbehandlung. Interessan‐
terweise fiel dieses Phänomen bei GOT und GLDH nach Baicaleingabe deutlich stärker aus als 










oxidative Wirkung  bereits  zuvor  bescheinigt werden  konnte,  auch  Tacrolimus  und  dessen 
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Einfluss auf den hepatischen  IRI untersucht. Der Hintergedanke hiervon  ist neben der  im‐
munsuppressiven vor allem in der antiinflammatorischen Wirkung des Tacrolimus zu finden. 
Entzündung stellt einen relevanten Teil  in der Entstehung des hepatischen  IRI dar (31). Vor 
allem  der  Einfluss  von  Kupffer‐Zellen  und   CD4+‐Zellen, welche  über  Zytokinausschüttung 
und damit einhergehender Mikrozirkulationseinschränkung Entzündungsreaktionen mediie‐










postischämisch  geschädigten  Leberlappen war  ein  signifikanter  Abfall  von  abgestorbenen 
Zellen  mittels  TUNEL‐Assay  nachzuweisen.  Somit  konnte  bestätigt  werden,  dass  eine 
Tacrolimus‐Vorbehandlung, wie  sie  in  diesem  Experiment  in  für  den Menschen  durchaus 
üblicher Mengenkonzentration  durchgeführt wurde,  zu  einem  besseren  postischämischen 
Leberzellüberleben führt. 
Hieraus ergab sich in der weiteren Folge ebenfalls die Überlegung, über welche Mediatoren, 
die  im Rahmen  der  Baicalein‐Analyse  bereits  als  relevant  herausgestellt werden  konnten, 
Tacrolimus gegebenenfalls seine hepatoprotektive Wirkung entfaltet. Neben der allgemein 
antiinflammatorischen Antwort ist in diesem Zusammenhang nur beschränktes Wissen über 
die  postischämischen  Wirkweisen  des  Tacrolimus  bekannt.  Auf  der  einen  Seite  könnten 
antiinflammatorische Wirkprofile wie die Hemmung der Endothelin‐1‐Ausschüttung postu‐


















werden, wobei dieses Ergebnis aufgrund der  zeitlichen  Latenz  zwischen Gewebsentnahme 
und  Reperfusionsreiz  eingeschränkt  zu  betrachten  ist  (vgl.  5.3.4).  Ein  deutlich  negativer 










fluss  auf  den Glutathionmetabolismus  durch  Tacrolimus  nachgewiesen werden.  Aufgrund 
der  vergleichbaren  Ergebnisse,  die  nach  Hemmung  der  12/15‐Lipoxygenase  und  nach 
Tacrolimusgabe  festgestellt wurden,  kann  gemutmaßt werden,  dass  Tacrolimus  die Gpx4‐
12/15‐LOX‐Interaktion auf ähnliche Weise beeinflusst wie Baicalein. Aufgrund der berichte‐






these  kann  selbstverständlich mit den  aktuell  verfügbaren Daten nicht endgültig bestätigt 
werden und muss in kommenden Experimenten weiter untersucht werden. 
Dass Tacrolimus und der Glutathionstoffwechsel in postischämischen Lebern in einer bisher 
nicht weiter definierten Verbindung  zu  stehen  scheinen, konnten Lebertransplantationsex‐
perimente an Ratten, deren Lebertransplantate ex vivo mit Tacrolimus gespült wurden, be‐
reits zeigen  (216). Aus diesem Grunde wurden weiterführende Studien wie die TOP‐Studie 
beim  Menschen  initiiert,  die  den  Einfluss  einer  extrakorporalen  Tacrolimusspülung  von 
Spenderlebern unmittelbar vor einer Lebertransplantation untersuchen sollte (190). Jedoch 
war es dieser Studie nicht möglich,  signifikante, positive Effekte der Tacrolimusspülung ex 
vivo  aufzuzeigen, mutmaßlich  aufgrund des  Studiendesigns mit Marginalorganen und  feh‐
lender Spenderpräkonditionierung (363). 
Interessanterweise  zeigte  die  Evaluation  der  Parameter  der  Leberzellschädigung  deutlich 
andere Ergebnisse als  jene der Baicalein‐ und DMSO‐Gruppe.   Hier konnte keine signifikant 
gesteigerte Ausschüttung der Transaminasen und GLDH im Blut nach Scheinoperation, sowie 
nach  IRI‐Induktion  im Vergleich zur unbehandelten Gruppe  festgestellt werden. Gegenteili‐
gerseits war sogar eine relative Abnahme dieser Laborwerte, im Falle von GPT sogar signifi‐
kant,  im hepatisch postischämen Organismus festzustellen. Dies dürfte einerseits durch die 
zuvor  ausführlich  dargestellte,  hepatoprotektive Wirkung  des  Tacrolimus  zu werten  sein. 
Darüber  hinaus war  sogar  eine  leichtgradige  Syntheseleistungssteigerung  der  Leber  nach 
Scheinoperation  und  Tacrolimustherapie  darzustellen, was  sich  jedoch  nicht  in  der  post‐
ischämischen Gruppe reproduzieren  ließ. Andererseits dürften diese Effekte wohl auch da‐
hingehend  interpretiert werden,  dass  Tacrolimus  ein  deutlich  unterschiedliches  toxisches 
Profil besitzt als die anderen, untersuchten Substanzen. Dass Tacrolimus auch hepatotoxisch 
wirken  kann,  ist  bekannt  (364‐368).  Während  in  der  täglichen  Arbeit  mit 
tacrolimustherapierten Patienten vor allen Dingen die Nephrotoxizität aufgrund der engen 
therapeutischen Breite von Tacrolimus  im Vordergrund  steht,  ist  in den vergangen  Jahren 
der Fokus auch auf die hepatotoxische Wirkung von Tacrolimus, explizit bei lebervorerkrank‐
ten Patienten, gefallen (364, 365). Als Genese wird hierbei oxidativer Stress, welcher durch 
Tacrolimus  selbst  verursacht wird,  diskutiert, wenngleich  ein  Effekt  auf  die metabolische 





(365).  Dies  würde  natürlich  im  Gegensatz  zur  dargestellten  hepatoprotektiven  und 
antioxidativen Eigenschaft Tacrolimus‘ stehen. 
Auch  in den hier dargestellten Daten konnte ein potentiell toxischer Effekt von Tacrolimus 
dargestellt  werden,  da  die  scheinoperierte  Gruppe  nach  Tacrolimus‐Vorbehandlung  eine 
signifikant höhere Anzahl abgestorbener Zellen aufwies. Da dies offensichtlicherweise nicht 
mit einem vermehrten Ausstrom von  Leberzellschädigungsparametern  ins Blut einherging, 
könnte postuliert werden, dass  sich die  Toxizität  von  Tacrolimus  anderweitig  auswirkt  als 
jene, die bei Baicalein und DMSO beobachtet wurde. Dahingehend ist auch die unterschied‐
liche Auswirkung auf das anfängliche Blutdruck‐ und Herzfrequenzverhalten zu werten, wel‐
che  nach  Tacrolimustherapie  keine  signifikante Änderung  zur  unbehandelten Gruppe  auf‐
weist, während in der Baicalein‐ und DMSO‐Gruppe anfänglich weitaus positivere Schockin‐










ten  von  Tacrolimus  ist  als weitaus weniger  schädlich  als  jenes  von DMSO mit  oder  ohne 
Baicalein einzustufen und wird durch  seine  leberschützenden Eigenschaften  im  IRI‐Modell 
deutlich überwogen. 




















rung  zu  erklären  sind,  lieferten  die  Untersuchungen  des  Glutathionmetabolismus  ausrei‐
chend Hinweise.  So  konnte erneut vermehrt oxidiertes GSSG  im Vergleich  zu  reduziertem 
GSH  gemessen  werden,  was  für  eine  gesteigerte  Glutathionperoxidase‐Aktivität  spricht, 
analog zu den Vorkapiteln mutmaßlich durch Gpx4 (vgl. 5.3.3 und 5.3.7). Jedoch konnte auch 
hierbei  kein  gesteigerter  Glutathionoxidierungseffekt  durch  die  Kombination  Substanzen 
Baicalein  und  Tacrolimus  beobachtet  werden.  Ferner  lieferte  auch  die  Analyse  der 
proapoptotischen Proteine ein analoges Bild. Zwar wurden auch die für den hepatischen IRI 










Was  jedoch  im  Rahmen  der  Analysen  der  Kombinationstherapie  auffiel,  ist,  dass  in  der 





tät  der  Einzelsubstanzen  verursacht  zu  sein  gewertet  werden.  Da  Tacrolimus  vor  allen 
Dingen seine hepatotoxische Wirkung in (vor)geschädigtem Lebergewebe entfaltet und eine 
toxische  Leberschädigung  – wie  vorbeschrieben  –  nach  DMSO‐Gabe  eintritt,  könnte  dies 
erklären,  warum  die  toxizitätsbezogene  Zelltodanalyse  der  kombinierten  Therapie  sogar 
ausgeprägter ausfällt als bei der Untersuchung der jeweiligen Einzelsubstanzen, wenngleich 
dies nicht statistisch signifikant war (364). Die Theorie der Toxizitätsbelastung des Gewebes 
wird  darüber  hinaus  durch  die  Analyse  der  Kreislaufparameter  in  der  scheinoperierten 
Gruppe gestützt. Während des gesamten Experiments führt die kombinierte Vortherapie zu 


















der hepatoprotektiven  Effekte der  angewandten  Therapie nicht  so  ausgeprägt  ausfiel wie 






tion  der  verwendeten  Substanzen  ausgegangen werden muss, wenngleich  postischämisch 
hepatoprotektive Effekte durchaus festzustellen waren. Jedoch konnten diese positiven The‐
rapieeffekte durch die Kombination der  Einzelsubstanzen  im Vergleich  zu deren  alleiniger 
Nutzung nicht  relevant gesteigert werden. Hierfür könnte man  zwei Hypothesen, die es  in 
Zukunft zu untersuchen gilt, diskutieren. Einerseits könnte die beschriebene Toxizitätssteige‐
rung durch den Einsatz der Kombinationstherapie potentiell stärkere Therapieeffekte nivel‐
lieren. Andererseits  könnte  diskutiert werden,  dass  Tacrolimus  und Baicalein  beide  in  die 
Gpx4‐abhängige  Kaskade  eingreifen  und  dadurch  gewisse  Signalketten  bereits  durch  den 
Einsatz eines der beiden mutmaßlich zumindest  teilweise synergistisch wirkenden Medika‐
mente  effektiv  blockiert werden. Dadurch  könnte  das  zweite Medikament  seine  entspre‐
chende Wirkung nicht mehr adäquat entfalten. 
5.4 Wertung und Ausblick 
Die hier  vorgelegten Studienergebnisse  konnten weitere Einblicke  in die molekularbiologi‐
schen Wirkweisen  der Gpx4‐abhängigen  Signalkaskade  erlauben,  die  Relevanz  dieser  Kas‐
kade im hepatischen Ischämie‐Reperfusionsschaden aufzeigen und somit das Verständnis für 







in einem  in‐vivo‐Modell mit Wildtyp‐Versuchstieren  für den hepatischen  IRI bestätigt wer‐
den, was dieser Studie gelang. Zudem waren die exakten Zelltodmechanismen und –kaska‐
den des hepatischen  IRI bislang ebenfalls noch nicht mit  letzter Gewissheit erforscht, wozu 
diese  Studie  zumindest  mit  dem  Nachweis  relevanter  Zelltodmediatoren  zusätzliche  Er‐
kenntnisse  liefern konnte. Die prinzipielle  Interaktion von Tacrolimus mit dem Glutathion‐













erwarten  lassen,  kann beispielsweise  intermittierend das  sogenannte Pringle‐Manöver an‐
gewandt werden (370‐372). Hierbei wird mithilfe einer Klemme oder eines Tourniquets das 
Ligamentum hepatoduodenale und somit der Bluteinstrom via Vena portae und Arteria he‐







können  die  in  dieser  Studie  erhobenen  Daten  und  Schlussfolgerungen  nicht  nur  für  die 
Transplantationschirurgie, sondern für die Leberchirurgie im Allgemeinen von Relevanz sein 
und weitere therapeutische Ansätze folgen lassen.  
Ferner  tritt  nach  ausgedehnten  Leberresektionen  nicht  selten  eine  zumindest  passagere, 
teilweise Funktionseinschränkung der  Leber auf, die allgemein als  sogenanntes  „Small‐for‐
Size‐Syndrom“ bekannt  ist (375). Dieses beruht darauf, dass der verbliebene Leberrest auf‐
grund seiner geringen Größe reversibel oder teils auch  irreversibel nicht  in der Lage  ist, die 
benötigte Synthese‐ und Exkretionskapazität für den gesamten Bedarf des Organismus‘ auf‐
zubringen  (376). Dies  kann  ebenfalls  bei  Lebertransplantationen  auftreten,  bei  denen  ein 
„Größenmismatch“  zwischen  Spender  und  Empfänger  zu  verzeichnen  ist,  also  ein  relativ 










hyperperfundierten  Lebergewebe  nach  ausgedehnter  Leberresektion  zu  untersuchen.  So 


















positive  Abweichung  des  Organ‐  oder  Patientenüberlebens  nachweisen  (363).  Betrachtet 
man die hier gezeigten Daten erscheint dies  insofern erklärbar, da  in einem ex‐vivo‐Einsatz 
von  Tacrolimus  mutmaßlich  nicht  die  Zellpräkonditionierung  erreicht  wird  wie  in  einem 









rig  zu  realisieren  sind, wird es  in  Zeiten des Organmangels,  in denen  vermehrt marginale 
Organe  zur  Transplantation  akzeptiert  werden,  notwendig  sein,  entsprechende  Lösungs‐
ansätze  zu  suchen. Damit einhergehend konnte bereits  zuvor gezeigt werden, dass margi‐
nale Spenderorgane deutlich anfälliger für Ischämie und somit für das Ausmaß des IRI sind, 
wodurch  die  bereits  bei  Allokation  reduzierte Organqualität  zusätzlich  herabgesenkt wird 











tische  Ischämie‐Reperfusionsschaden  (IRI)  stellt hierbei eine der  zentralen Komplikationen 
nach  Lebertransplantationen  dar, weil  er  das Organüberleben  signifikant  einschränkt. Der 
hepatische IRI entsteht durch die Ausbildung von oxidativem Stress nach der Gewebsreper‐
fusion, ist charakterisiert durch ein komplexes Zusammenspiel aus Mikrozirkulationsstörung, 




systeme nachgewiesen werden.  Jedoch  konnten die  genauen Wirkmechanismen und  Zell‐
todmediatoren  der  Gpx4‐abhängigen  Signalkaskade  bisher  noch  nicht  vollständig  geklärt 
werden.  Zudem  wurde  das  etablierte  Immunsuppressivum  und  Calcineurininhibitor 
Tacrolimus  in  den  vergangenen  Jahren  immer  wieder mit  einer Wirkung  auf  den  Gluta‐















gerlösung  von  Baicalein,  DMSO.  Zudem  wurde  eine  Versuchsgruppe  24  Stunden  vor 











IRI‐Induktion  und  Vorbehandlung  mit  Baicalein  (‐74,8%;  p<0,001),  Tacrolimus  (‐61,8%; 
p<0,01)  und  der  kombinierten  Vortherapie mit  beiden Medikamenten  (‐62,3%;  p<0,001). 
Nach alleiniger DMSO‐Therapie konnte  zumindest ein negativer Regulationstrend hinsicht‐
lich der  Zelltodabnahme  festgestellt werden  (‐23,2%). Die Western Blot‐Analysen ergaben 
eine  tendenzielle  Minderexpression  von  ERK1/2  nach  Baicalein‐  (‐36,8%),  Tacrolimus‐  (‐
19,1%) und Kombinationstherapie  (‐28,1%),  sowie eine  signifikante Abnahme der Aktivität 
von  JNK durch Baicalein‐  (‐83,0%; p<0,01), DMSO‐  (‐69,7%; p<0,05) und Tacrolimusgabe  (‐
84,6%; p<0,05),  von PARP durch Baicalein‐  (‐73,8%; p<0,05), DMSO‐  (‐68,9%; p<0,05) und 






Kombinationstherapie  zu  einer  signifikant  gesteigerten  Ausschüttung  der  Transaminasen 
und GLDH  ins Blut  führte,  konnte eine  relative Abnahme der postischäm erfassten  Labor‐
werte nach Baicalein‐  (GOT  ‐56,4%; p<0,001; GPT:  ‐16,8%; GLDH  ‐62,1%; p<0,001), DMSO‐ 
(GOT  ‐36,5%;  p<0,01;  GPT  ‐43,7%;  p<0,001;  GLDH  ‐40,0%;  p<0,001),  Tacrolimus‐  (GOT  ‐
28,8%;  p<0,05; GPT  ‐53,4%;  p<0,001; GLDH  ‐3,4%)  und  der  Kombinationstherapie  (GOT  ‐
 163 
 
64,4%;  p<0,001;  GPT  ‐10,4%;  GLDH  ‐47,1%;  p<0,001),  größtenteils  signifikant,  gemessen 
werden. 
Schlussfolgerung  
Die Vorbehandlung mit Baicalein  führt  zu einer  signifikanten Zelltodabnahme nach hepati‐
schem  IRI,  sowie  zu  einer  signifikanten  Steigerung  der Glutathionoxidierung. Daraus  kann 







dass  auch  Tacrolimus  seine  postischäm  hepatoprotektiven  Eigenschaften  durch  die  Inter‐
aktion mit dem Gpx4‐Signalweg erhält. Ebenso scheint die als Antioxidans bekannte Träger‐
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